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Kardiovaskulární choroby patří v současné době stále k nejčastějším příčinám 
onemocnění a úmrtí v západním světě. Adaptace na chronickou hypoxii může přispět ke 
zlepšení ischemické tolerance myokardu, ale přesné molekulární mechanismy vedoucí k 
vývoji kardioprotektivního fenotypu nejsou stále známé. Existují určité náznaky, které 
poukazují na možnou úlohu β-adrenergní signalizace v těchto procesech.  
V první části práce jsme se zaměřili na zkoumání vlivu protektivní kontinuální 
(CNH; 24 h/d) a neprotektivní intermitentní (INH; 23 h/d hypoxie, 1 h/d reoxygenace) 
normobarické hypoxie na β-adrenergní signalizaci v pravé (RV) a levé (LV) komoře 
myokardu potkanů kmene Wistar. Oba hypoxické modely vedly k poklesu exprese 
β1-adrenergních receptorů (β1-ARs) v RV. Ve vzorcích LV nebyly zjištěny žádné 
významné změny v β-ARs. Ačkoliv aktivita adenylátcyklázy (AC) stimulovaná 
Gs proteiny byla po adaptaci na CNH i INH v RV snížená a v LV zvýšená, nedošlo k 
odhalení významnějších změn v expresi dominantních isoforem AC 5/6. V případě 
exprese Gs proteinů byl u obou hypoxických modelů odhalen pokles v RV. Tyto 
výsledky naznačují, že chronická normobarická hypoxie může mít silný vliv na 
myokardiální β-adrenergní signalizaci bez rozdílů mezi protektivním a neprotektivním 
modelem hypoxie. 
V druhé části jsme se věnovali sledování vlivu CNH na β-adrenergní signalizaci 
a antioxidační systém v LV myokardu spontánně hypertenzních potkanů (SHR) a 
konplastického SHR-mtBN kmene, který nese mitochondriální genom kmene Brown 
Norway na genetickém pozadí SHR kmene. Podíl β2-ARs byl signifikantně vyšší u 
SHR-mtBN kmene než u SHR. Adaptace na CNH zvýšila celkový počet β-ARs a podíl 
β2-ARs u SHR a snížila celkové množství β-ARs u SHR-mtBN. Aktivita AC 
stimulována isoprenalinem byla vyšší u SHR-mtBN. Po expozici potkanů na CNH byly 
u zkoumaných kmenů pozorovány odlišné změny v aktivitě AC. Zatímco u SHR kmene 
došlo vesměs k jejímu nárůstu, u SHR-mtBN k poklesu. Naopak aktivita MAO-A a její 
exprese byly signifikantně nižší u SHR-mtBN než u SHR a po adaptaci na CNH došlo u 
obou kmenů ke zvýšení těchto hodnot. Kromě toho CNH výrazně zvýšila expresi 
katalázy a aldehyddehydrogenázy-2 u obou kmenů a snížila expresi 
Cu/Zn superoxiddismutázy  u SHR. Tyto data ukazují, že výměna mitochondriálního 
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genomu může vést ke specifickým změnám v β-adrenergní signalizaci, aktivitě MAO-A 
a antioxidační obraně a může také ovlivnit adaptivní odpovědi na hypoxii. 
V poslední části této práce jsme sledovali vliv chronické intermitentní 
hypobarické hypoxie (IHH) na β-adrenergní signalizaci v LV myokardu potkanů kmene 
Wistar. Celkový počet β-ARs se po adaptaci na IHH nezměnil, ale poměr jednotlivých 
podtypů β-ARs výrazně vzrostl v důsledku nárůstu β2-ARs a poklesu β1-ARs. Současně 
došlo vlivem hypoxie ke snížení exprese AC5 a zvýšení hladiny Gi proteinů. Naše data 
společně s dalšími výsledky odhalenými v této studii naznačují možnou roli β-ARs ve 
vývoji kardioprotektivního fenotypu. 
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Cardiovascular diseases are currently one of the most common causes of 
morbidity and mortality in the Western world. Adaptation to chronic hypoxia can 
contribute to the improvement of ischemic tolerance of myocardium but exact 
molecular mechanisms leading to the development of a cardioprotective phenotype are 
still unclear. There are some indications that point to the possible role of β-adrenergic 
signaling in these processes. 
In the first part of the thesis, we examined the effect of protective continuous 
(CNH; 24 h/day) and nonprotective intermittent (INH; 23 h/day hypoxia, 1 h/day 
reoxygenation) normobaric hypoxia on β-adrenergic signaling in the right (RV) and left 
ventricles (LV) of Wistar rats. Both hypoxic models led to decrease in the number of 
β1-adrenergic receptors (β1-ARs) in the RV. There were no significant changes in 
β-ARs in LV preparations. Although adenylyl cyclase (AC) activity stimulated through 
Gs proteins was decreased in the RV and increased in the LV after adaptation to CNH 
and INH, there were no significant changes in the expression of dominant AC 5/6 
isoforms. Expression of Gs proteins was decreased in RV in both hypoxic models. 
These results suggest that chronic normobaric hypoxia may have a strong effect on 
myocardial β-adrenergic signaling without differences between protective and 
nonprotective model of hypoxia. 
In the second part of this thesis, we studied the effect of CNH on β-adrenergic 
signaling and antioxidant system in the LV of spontaneously hypertensive rats (SHR) 
and in a conplastic SHR-mtBN strain carrying the mitochondrial genome of Brown 
Norway strain on the genetic background of SHR strain. The β2-ARs proportion was 
significantly higher in SHR-mtBN strain than in SHR. Adaptation to CNH elevated the 
total number of β-ARs and proportion of β2-ARs in SHR and decreased the total amount 
of β-ARs in SHR-mtBN. AC activity stimulated by isoprenaline was higher in 
SHR-mtBN. After exposure of rats to CNH were observed different changes in AC 
activity in both examined strains. Whereas AC activity in SHR strain increased, AC 
activity in SHR-mtBN decreased. On the other hand, the activity of MAO-A and its 
expression was significantly lower in SHR-mtBN than in SHR and these figures were 
elevated in both strains after exposure to CNH. In addition, CNH markedly enhanced 
the expression of catalase and aldehyde dehydrogenase-2 in both strains, and decreased 
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the expression of Cu/Zn superoxide dismutase in SHR. These  data  indicate  that  
alterations  in  the  mitochondrial  genome  can  result  in  distinctive  changes  in 
β-adrenergic signaling, MAO-A activity and antioxidant system and may also affect the 
adaptive responses to hypoxia.  
In the last part of this thesis, we examined the effect of chronic intermittent 
hypobaric hypoxia (IHH) on β-adrenergic signaling in the LV of Wistar rats. The total 
number of β-ARs did not change after adaptation to IHH, but the ratio of β-ARs 
subtypes markedly increased due to the β2-ARs increase and β1-ARs decrease. In 
parallel, adaptation to hypoxia caused decrease in expression of AC5 and increase of Gi 
protein levels. Our data, together with other results revealed in this study, suggest a 
possible role of β-ARs in the development of a cardioprotective phenotype. 
 
Keywords: myocardium, cardioprotection, chronic hypoxia, β-adrenergic receptors, 
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1 Seznam použitých zkratek 
 
AC   adenylátcykláza  
Akt   kináza přežívání (známá také jako proteinkináza B) 
ALDH-2  aldehyddehydrogenáza-2 
ARs   adrenergní receptory 
Asp   kyselina asparagová 
ATP   adenosintrifosfát 
β-ARK1  β-adrenergní receptorová kináza 1 
BKCa   draslíkové kanály aktivované prostřednictvím vápenatých iontů 
BMAX   celkový počet β-adrenergních receptorů 
BW   hmotnost těla 
Ca2+   vápník 
CaMKII  Ca2+/kalmodulin dependentní kináza II 
cAMP   cyklický adenosinmonofosfát 
CAT   kataláza 
cGMP   cyklický guanosinmonofosfát 
CNH   kontinuální normobarické hypoxie 
COX-2  cyklooxygenáza 2 
cPLA2   cytosolická fosfolipáza A2 
Cu/ZnSOD  měďňato/zinečnatá superoxiddismutáza 
Drp1   dynaminu-příbuzný protein 1 
eNOS   endoteliální syntáza oxidu dusnatého 
ERK   extracelulárním signálem regulovaná proteinkináza 
G   G-protein 
GC   guanylátcykláza 
GDP   guanosindifosfát  
Gi   inhibiční G-protein 
GPCRs  receptory spřažené s G-proteiny 
GRK   kináza receptorů spřažených s G-proteiny 
Gs   stimulační G-protein 
GSK-3β  glykogensyntáza kináza-3β 
GTP   guanosintrifosfát 
HM   hrubé membrány 
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HPRT   hypoxantin fosforibosyltransferáza  
HW   hmotnost srdce 
INH   intermitentní normobarická hypoxie 
IH   intermitentní hypoxie 
IHH   intermitentní hypobarická hypoxie 
IM   infarkt myokardu 
iNOS   inducibilní syntáza oxidu dusnatého 
IPC   ischemický preconditioning 
IPOC   ischemický postconditioning 
I/R   ischemicko/reperfuzní  
JAK   Janus kináza 
JNK   c-Jun N-terminální kináza 
KATP   ATP-dependentní draslíkové kanály 
Ki   inhibiční konstanta 
KD   rovnovážná disociační konstanta  
L-NAME   N omega-nitro-L-arginin metyl ester 
LV   levá komora 
MAO   monoaminooxidáza  
MAPK  mitogenem aktivovaná proteinkináza 
mitoKATP  mitochondriální ATP-dependentní draslíkové kanály 
MnSOD  manganová superoxiddismutáza 
mPTP   mitochondriální pór přechodné propustnosti 
mtDNA  mitochondriální DNA 
N   Normoxie 
nNOS   neuronální syntáza oxidu dusnatého 
NO   oxid dusnatý 
NOS   syntáza oxidu dusnatého 
O2   kyslík 
ORs   opioidní receptory 
PDE   fosfodiesteráza 
PGE2   prostaglandin E2 
PI3K   fosfatidylinositol-3 kináza 
PKA   proteinkináza A 
PKC   proteinkináza C 
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PKG   proteinkináza G 
PLC   fosfolipáza C 
PLD   fosfolipáza D 
PTX   pertusis toxin  
RIC   ischemický conditioning na dálku 
ROS   reaktivní formy kyslíku (kyslíkové radikály) 
RV   pravá komora 
S   septum 
sarcKATP  sarkolemální ATP-dependentní draslíkové kanály 
SDS   dodecylsulfát sodný 
SEM   standardní chyba průměru 
SHR   spontánně hypertenzní potkan 
SNS   sympatický nervový systém 
SOD   superoxiddismutáza 
SR   sarkoplazmatické retikulum    
STAT   přenašeč signálu a aktivátor transkripce 
TM   transmembránový segment 


















2.1 Mechanismy kardioprotekce 
 
Srdeční selhání je stav, kdy srdce není schopno dodávat do tkání dostatečné 
množství krve, které by splňovalo požadavky těla. Výsledkem je kaskáda změn, které 
vedou k těžké únavě, dušnosti a nakonec mohou skončit smrti. V posledních desetiletích 
bylo dosaženo značného pokroku v pochopení molekulárních a buněčných procesů, 
které přispívají k srdečnímu selhání, což vedlo k rozvoji účinných terapií. I navzdory 
těmto pokrokům v jejich léčbě, patří srdeční choroby, zejména akutní infarkt myokardu 
(IM), v dnešní době stále k nejčastějším příčinám úmrtí ve vyspělých zemích (Murray et 
al., 2012). Experimentální kardiologie se proto i nadále intenzivně věnuje studiu 
přirozených adaptačních mechanismů, které myokard využívá k ochraně před 
ischemickým poškozením. V současné době jsou známé především tři způsoby, které 
mohou přispívat k navození kardioprotekce - fyzická aktivita, conditioning a adaptace 
na chronickou hypoxii (Yamashita et al., 1999; Halkos et al., 2004; Ostadal and Kolar, 
2007; Heusch, 2015). 
 
2.2 Fyzická aktivita 
 
Bylo prokázáno, že pravidelné cvičení chrání srdce před různými úrovněmi 
srdečního poškození, včetně arytmií a infarktu myokardu (McElroy et al., 1978; 
Yamashita et al., 1999; Hamilton et al., 2004; Brown et al., 2005). Míra kardioprotekce 
indukovaná fyzickou aktivitou je závislá na době trvání a intenzitě cvičení (Lennon et 
al., 2004b; Starnes et al., 2005). Bylo zjištěno, že již krátkodobý trénink zvyšuje 
odolnost myokardu k ischemicko-reperfuznímu (I/R) poškození  (Taylor et al., 1999; 
Demirel et al., 2001). Studie Lennona a spol. ukázala, že kardioprotekce indukovaná 
fyzickou aktivitou přetrvává nejméně 9 dní po ukončení cvičení (Lennon et al., 2004a). 
Molekulární mechanismy zodpovědné za kardioprotekci indukovanou fyzickou 
aktivitou nejsou v současné době zcela objasněny. Ví se, že cvičení ovlivňuje regulaci 
klíčových antioxidačních enzymů, u kterých bylo prokázáno, že se podílí na ochraně 
myokardu proti I/R poškození (Yamashita et al., 1999; Hamilton et al., 2004). Existují 
také různé studie, které poukazují na možnou roli endoteliální NO syntázy (eNOS)  
(Hajnal et al., 2005; Farah et al., 2013), opioidního systému (Dickson et al., 2008; 
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Galvão et al., 2011; Borges et al., 2014) a sarkolemálních a mitochondriálních 
ATP-dependentních K+ kanálů (Brown et al., 2005; Chicco et al., 2007; Quindry et al., 
2010). Také β-adrenergní receptory (β-ARs), především β3-ARs, by mohly být zapojeny 




Mezi další způsoby chránící srdce před ischemicko-reperfuzním poškozením 
patří již výše zmíněný “conditioning” : 
1. ischemický preconditioning  
2. ischemický postconditioning  
3. ischemický conditioning na dálku 
4. farmakologický conditioning 
 
2.3.1 Ischemický preconditioning 
 
První studie pojednávající o conditioningu, přesněji řečeno o ischemickém 
preconditioningu (IPC), byla studie Murryho a spol. Tato skupina ukázala, že 4 cykly 
5-minutové ischemie následované 5-minutovou reperfuzi chrání myokard před 
následnou dlouhodobou ischemií. Tito výzkumníci předpokládali, že tento protektivní 
jev je způsoben sníženou depleci ATP a/nebo sníženou akumulaci katabolitů během 
dlouhodobé ischemie. (Murry et al., 1986). V následujících letech bylo zjištěno, že 
během IPC dochází k uvolňování autakoidů, jako například adenosinu (Liu et al., 1991), 
bradykininu (Wall et al., 1994) či opioidů (Schultz et al., 1995), které se váží na 
příslušné receptory spřažené s G-proteiny (GPCRs), čímž aktivují signální dráhy 
vedoucí k aktivaci proteinkinázy C (PKC), která se účastní protektivního účinku IPC 
(Ytrehus et al., 1994). Zatímco adenosin aktivuje PKC prostřednictvím fosfolipáz (PLC 
a PLD) (Parsons et al., 2000), bradykinin a opiody k aktivaci PKC využívají signální 
dráhu zahrnující fosfatidylinositol-3 kinázu (PI3K), Akt kinázu, syntázu oxidu 
dusnatého (NO), guanylátcyklázu (GC), proteinkinázu G (PKG), otevření 
mitochondriálních ATP-dependentních K+ kanálů (KATP) a kyslíkové radikály (ROS). 
V časné reperfuzi dochází prostřednictvím PKC k aktivaci adenosinového receptoru A2, 
což vede k aktivaci Akt a extracelulárním signálem regulované kinázy (ERK). Tyto 
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tzv. kinázy přežívání fosforylují glykogensyntázu kinázu-3β (GSK-3β), čímž ji inhibují. 
Inhibice GSK-3β brání vytvoření mitochondriálního póru přechodné propustnosti 
(mPTP), čímž chrání kardiomyocyty před apoptózou (Obrázek č. 1) (Downey et al., 
2008). Studie Hattori a spol. ukázala, že také aktivace Stat 3 proteinu prostřednictvím 
JAK/STAT signalizace se účastní kardioprotekce indukované IPC (Hattori et al., 2001). 
Výsledky studie Suematsu a spol. dále naznačily možnou roli β-ARs v signálních 
drahách spuštěných prostřednictvím IPC. Podávání neselektivních β-blokátorů 
potkanům 4 týdny před IPC zrušilo kardioprotekci vyvolanou IPC (Suematsu et al., 
2004).  
Protektivní účinek IPC přichází ve dvou časových fázích. První fáze, nazývaná 
jako klasický preconditioning nebo první okno protekce, poskytuje okamžitou ochranu 
po IPC stimulu a trvá 1-2 hodiny (Lawson and Downey, 1993). Druhá fáze, nazývaná 
opožděný preconditioning nebo také druhé okno protekce, se objevuje po 12-24 
hodinách a trvá přibližně 72 hodin (Kuzuya et al., 1993; Baxter et al., 1997). 
 
2.3.2 Ischemický postconditioning 
 
Ischemický postconditioning (IPOC) byl poprvé popsán ve studii Zhao a spol. 
Tato skupina ukázala, že 3 cykly 30 sekundové reperfuze/reokluze na počátku reperfuze 
po letální ischemii vedou ke zmenšení velikosti infarktu. Tyto data naznačují, že IPOC 
je stejně efektivní ve zmenšení velikosti infarktu a při zachování funkce endotelu stejně 
jako IPC (Zhao et al., 2003). IPOC indukuje protektivní fenotyp prostřednictvím 
aktivace signálních drah, které ve výsledku inhibují vytváření mPTP (Argaud et al., 
2005). Tyto signální dráhy jsou podobné těm, které k dosažení kardioprotekce využívá 
IPC (Yang et al., 2005; Philipp et al., 2006). Ukázalo se, že kombinace obou těchto 
conditioningů nemá vliv na zmenšení velikosti infarktu (Halkos et al., 2004). IPOC 
může být klinicky aplikován u pacientů, kteří podstupují například angioplastiku či 
transplantaci orgánu (Zhao et al., 2003). 
IPOC a IPC se sice obecně projevují silným kardioprotektivním účinkem, ale k 
jeho dosažení se využívá ischemie/reperfuze, které jsou jako takové škodlivé. 
Pochopení signálních přenosů, které vedou k takto indukované kardioprotekci, by 
mohlo pomoci najít způsob, jak dosáhnout protektivního fenotypu bez poškození 






Obrázek č. 1: Schématický obrázek signálních drah účastnících se ischemického 
preconditioningu. Obrázek zobrazuje signální dráhy, které jsou zapojeny v ischemickém 
preconditioningu před ischemickým poškozením (signální dráhy nad dělicí čárou) a těmi, které 
zprostředkovávají ochranu v prvních minutách reperfuze (signální dráhy pod dělicí čarou); Akt, 
kináza přežívání; cGMP, cyklický guanosinmonofosfát; HB-EGF, heparin vázající epidermální 
růstový faktor; eNOS, endoteliální syntáza oxidu dusnatého; ERK, extracelulárním signálem 
regulovaná proteinkináza; G, G-protein; GC, guanylátcykláza; GSK3β, glykogensyntáza 
kináza-3β; KATP, ATP-dependentní draslíkový kanál; MEK, kináza mitogenem aktivované 
proteinkinázy; MMP, matrixová metaloproteináza; mPTP, mitochondriální pór přechodné 
propustnosti; NO, oxid dusnatý; PDK, fosfoinositid dependentní kináza; PI3K, 
fosfatidylinositol-3 kináza; PI4,5P2, fosfatidylinositol-4,5-bisfosfát; PI3,4,5P3, 
fosfatidylinositol-3,4,5-trifosfát; PKC, proteinkináza C; PKG, proteinkináza G; PLC, 




2.3.3 Ischemický conditioning na dálku 
 
První zmínka o tzv. ischemickém conditioningu na dálku (remote ischemic 
conditioning; RIC) pochází z roku 1993, kdy bylo na psím modelu prokázáno, že 
preconditioning jedné oblasti myokardu vedl k ochraně jiné, vzdálenější části myokardu 
(Przyklenk et al., 1993). V současné době je RIC definován jako aplikace několika 
krátkých cyklů neletální ischemie následované reperfuzi na tkáň nebo orgán, která vede 
k vytvoření protektivního fenotypu, který činí vzdálené orgány či tkáně odolnějšími 
vůči následnému I/R poškození. Cykly krátkodobé ischemie/reperfuze mohou být 
aplikovány před letální ischemii (ischemický preconditioning na dálku), během letální 
ischemie (ischemický perconditioning na dálku) nebo během reperfuze (ischemický 
postconditioning na dálku). Zdá se, že přenos signálu v srdci po RIC se velmi podobá 
klasickému IPC a IPOC s podstatným zapojením NO, PKC, Akt, ERK 1/2 a 
mitochondrií (Heusch et al., 2015). I přesto, že všechny tři způsoby ischemického 
conditioningu zmenšují reperfuzní poškození, RIC je nejlepší způsob, jak indukovat 
kardioprotekci, neboť je bezpečný a snadno proveditelný (Heusch, 2013). 
 
2.3.4 Farmakologický conditioning  
 
Identifikace signálních drah souvisejících s conditioningem umožňuje využití 
farmakologických látek (→ farmakologický conditioning), které jsou schopny 
kardioprotektivní efekt conditioningu nahradit a tudíž se vyhnout invazivnímu 
protokolu. Farmakologické látky, jako například agonisté adenosinových receptorů, 
látky produkující NO či agonisté opiodních receptorů, mohou napodobit účinek 
ischemického conditioningu (Stein et al., 2004; Andreadou et al., 2008). 
Řada vědců se zaměřila na výzkum týkající se účasti opioidních receptorů (ORs) 
v navození kardioprotekce během conditioningu a jejich signálních drah (Schultz et al., 
1995; Fryer et al., 1999; Zatta et al., 2008; Rentoukas et al., 2010). Studie Fryer a spol. 
naznačila, že aktivace δ-ORs 24 až 48 hodin před letální ischemii vede ke zmenšení 
velikosti infarktu (Fryer et al., 1999). Skupina vědců okolo Grosse prokázala, že 
chronické působení opioidů má za následek přetrvávající kardioprotektivní fenotyp a 
zároveň, že akutní a chronické působení je zprostředkováno přes rozdílné signální dráhy 
(Peart and Gross, 2004, 2006). Zatímco kardioprotekce navozená chronickým 
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působením opioidů je zprostředkovaná aktivací proteinkinázy A (PKA) prostřednictvím 
β2-adrenergních receptorů (β2-AR) a stimulačních G-proteinů (Gs), akutní působení 
opioidů vede k aktivaci inhibičních G-proteinů (Gi) a PKC (Peart and Gross, 2006). 
Skupina okolo Fryere a spol. ukázala, že pro kardioprotekci indukovanou opioidy je 
esenciální aktivace konkrétní isoformy PKC a to PKC-δ (Fryer et al., 2001). V roce 
2007 vyšla studie Miura a spol., která prokázala zapojení také PKC-ε ve snížení 
velikosti infarktu (Miura et al., 2007). Akutní podávání opioidů vede také k inhibici 
GSK-3β (Gross et al., 2004). Na inhibici GSK-3β se podílí JAK2/STAT3 signální dráha 
v interakci s PI3K/Akt dráhou (Gross et al., 2006).  Jak bylo zmíněno výše, inhibice 
GSK-3β indukovaná IPC brání vytvoření mPTP. Studie Janga a spol. ukázala, že také 




Různá data naznačují, že adaptace na chronickou hypoxii, a to buď přirozenou, 
nebo simulovanou v hypoxických komorách, zvyšuje srdeční toleranci ke všem 
škodlivým důsledkům akutní deprivace kyslíku (O2). Chronická hypoxie ohrožuje 
křehkou rovnováhu mezi zásobením a poptávkou tkáně na O2, zejména v myokardu a 
dalších tkáních s vysokými požadavky na O2 (Mallet et al., 2006). Nejčastější příčinou 
narušení této rovnováhy je ischemická hypoxie vyvolaná sníženým nebo přerušeným 
koronárním průtokem krve nebo systémová hypoxie, která je charakterizována 
poklesem parciálního tlaku O2 v arteriální krvi bez narušení koronárního průtoku 
(Ostadal and Kolar, 2007). Zatímco systémová hypoxie postihuje celý myokard, 
ischemická hypoxie postihuje pouze tu oblast myokardu, která je zásobovaná 
postiženou koronární arterii (Ostadal et al., 2014). Existují dva případy, kdy je 
systémová hypoxie pokládána za fyziologickou a to v případě fetálního myokardu a u 
myokardu lidí trvale žijících ve vysokých nadmořských výškách (Ostadal and Kolar, 
2007). Bylo prokázáno, že populace lidí žijících ve vyšších nadmořských výškách 
vykazují nižší výskyt infarktu myokardu (IM) (HURTADO, 1960) a nižší úmrtnost 
způsobenou srdečním onemocněním (Mortimer et al., 1977; Faeh et al., 2009).  Značné 
množství dat ukázalo, že adaptace myokardu na určité režimy chronické hypoxie vede 
ke zmenšení velikosti infarktu, snižuje počet komorových arytmií a zlepšuje obnovu 
srdeční kontraktility po akutním I/R poškození (Asemu et al., 1999; Zong et al., 2004; 
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Ostadal and Kolar, 2007; Wang et al., 2011; Naghshin et al., 2012; Neckár et al., 2013). 
Vedle protektivních účinků indukuje adaptace na hypoxii také účinky nežádoucí, které 
mohou v případě nadměrné hypoxie vést k srdečnímu selhání (Ostadal and Kolar, 
2007). Chronická hypoxie obvykle způsobuje hypertrofii pravé komory vyplývající ze 
zvýšené zátěže v důsledku plicní hypertenze. K hypertrofii levé komory může dojít v 
případě, kdy jsou zvířata vystavena dlouhotrvající intermitentní hypoxii (Ostádal et al., 
1981; Pelouch et al., 1997). 
To, zda bude kardiovaskulární odpověď na hypoxii příznivá či škodlivá závisí na 
experimentálních a patologických podmínkách, a to především na frekvenci, intenzitě 
a délce trvání hypoxických expozic. Příklad rozdílné odpovědi odhalila například studie 
Beguina a spol. Tato studie ukázala, že zatímco u potkanů adaptovaných na akutní 
intermitentní hypoxii (IH) po dobu 4 hodin s cykly 40 s 10% O2 + 20 s 21% O2 došlo ke 
zmenšení velikosti infarktu během I/R poškození, změna hladiny O2 během hypoxické 
fáze z 10% na 5% vedla naopak ke zvětšení velikosti infarktu (Béguin et al., 2005). 
Dalším aspektem rozhodujícím o účinku hypoxie je to, zda adaptace probíhá za 
normobarických či hypobarických podmínek. Dále také záleží na druhu pokusných 
zvířat (Wauthy et al., 2004), jejich věku (Ostádalová et al., 2002) či pohlaví (Netuka et 
al., 2006). Ošťadalová a spol. zjistili, že expozice březích samic na IH nevedla u 
novorozeňat ke zlepšení srdeční tolerance k ischemii. Na druhou stranu časná 
postnatální expozice na IH zvýšila toleranci myokardu k akutní ischemii již na konci 
prvního postnatálního týdne (Ostádalová et al., 2002). Ukázalo se, že perinatální 
hypoxie může v pozdějším životě dospělých jedinců vést ke změnám kardioprotekce 
závislé na pohlaví. Hypoxická expozice v perinatálním období významně zvýšila 
srdeční toleranci k ischemickému poškození u dospělých samic, na druhou stranu u 
samců měla zcela opačný účinek (Netuka et al., 2006). 
Ke zkoumání vlivu chronické hypoxie na protekci myokardu se v laboratorních 
podmínkách používají dva základní modely adaptace. Prvním modelem je adaptace na 
chronickou kontinuální hypoxii, kdy jsou zvířata vystavená hypoxickému prostředí 
24 hodin/denně po dobu několika týdnů (Holzerová et al., 2015). Druhý model zkoumá 
vliv adaptace na intermitentní hypoxii (IH), kdy jsou zvířata vystavena hypoxii několik 
cyklů po sobě, přičemž jednotlivé cykly jsou od sebe odděleny návratem zvířat do 
normoxického prostředí (reoxygenace) (Hlaváčková et al., 2010). Hypoxické podmínky 
jsou v laboratořích simulované v normobarických nebo hypobarických komorách. 
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V roce 2002 se skupina Koláře zabývala tím, zda kombinace adaptace na 
intermintentní hypobarickou hypoxii (IHH) a IPC poskytuje aditivní ochranu myokardu 
vůči následnému akutnímu I/R poškození. Tito autoři zjistili, že kombinace obou těchto 
kardioprotektivních fenoménů měla stejný vliv na ochranu srdce jako samotný IPC. 
Tyto výsledky naznačují, že chronická hypoxie a IPC mohou sdílet stejné signální dráhy 
během navození kardioprotekce (Neckár et al., 2002a). Na rozdíl od IPC je adaptace na 
chronickou hypoxii neinvazivní a kardioprotekce jí indukovaná se vyvíjí postupně 
(Mallet et al., 2006). Na druhou stranu protektivní účinek vyvolaný hypoxii není tak 
robustní ve srovnání s IPC, ale přetrvává mnohem déle. Doba trvání protekce navozené 
adaptaci na chronickou hypoxii se ale výrazně liší v závislosti na zkoumaném I/R 
poškození. Zatímco zvýšená ochrana myokardu vůči infarktu přetrvává nejméně po 
dobu 5 týdnů po ukončení adaptace na hypoxii, antiarytmická ochrana mizí už během 
prvního týdne po návratu zvířat do normoxických podmínek (Neckár et al., 2004). 
Většina studií se zaměřuje na preventivní účinky chronické hypoxie na 
poškození myokardu, ale ne na terapeutické účinky s významnějším klinickým 
dopadem. První studii, která se věnovala terapeutickým účinkům chronické hypoxie na 
poškození srdce po IM, byla studie Xu a spol. Tato skupina prokázala, že adaptace na 
IHH 7 dní po IM zmírňuje remodelaci myokardu a zlepšuje jeho kontraktilitu (Xu et al., 
2011). Ukázalo se také, že chronická hypoxie nezlepšuje srdeční funkci jen u zdravých 
zvířat, ale také u zvířat se srdečním selháním (Naghshin et al., 2012). 
 
2.4.1 Molekulární mechanismy 
 
  Chronická hypoxie indukuje v srdci celou řadu adaptivních změn, které mohou 
být považovány za protektivní. I přesto, že je kardioprotektivní fenotyp indukovaný 
hypoxii známý po mnoho let a jeho objasnění může mít potencionální terapeutické 
využití, přesné molekulární mechanismy těchto adaptivních změn nejsou stále známé. 
Z výše uvedených dat vyplývá, že chronická hypoxie a IPC mohou sdílet stejné signální 
dráhy nebo alespoň jejich komponenty, které jsou zapojeny v mechanismu 
kardioprotekce (Neckár et al., 2002a). Je zřejmé, že porozumění molekulárním 
mechanismům, které se účastní protekce myokardu, je nezbytným předpokladem pro 




2.4.1.1 ATP-dependentní K+ kanály  
 
Bylo prokázáno, že dlouhodobá adaptace na různé metabolické stresy, včetně 
chronické hypoxie, vede k aktivaci ATP-dependentních K+ kanálů (KATP) v srdci (Baker 
et al., 1997). V kardiomyocytech se vyskytují dva podtypy KATP kanálů, sarkolemální 
KATP (sarcKATP) a mitochondriální KATP (mitoKATP) (Kolár and Ostádal, 2004). 
Použitím specifických farmakologických modulátorů mitoKATP kanálů v různých 
experimentech se potvrdilo, že právě tyto kanály představují důležitou komponentu 
zprostředkovávající ochranu srdečních buněk před I/R poškozením (Asemu et al., 1999; 
Eells et al., 2000; Neckár et al., 2002b; Béguin et al., 2005; Kolár et al., 2005). Zatímco 
5-hydroxydekanoát, specifický blokátor mitoKATP, zrušil protektivní účinek chronické 
hypoxie týkající se snížení velikosti IM a obnovy kontraktilní funkce, na normoxické 
srdce neměl žádný vliv. Naopak diazoxid, specifický aktivátor mitoKATP, u 
normoxických srdcí výrazně zvýšil obnovu kontraktilní funkce, snížil velikost IM a 
počet komorových arytmií během ischemie, a to ve stejném rozsahu, jakého bylo 
dosaženo samotnou adaptací na chronickou hypoxii, ale neměl vliv na protekci v 
hypoxických srdcích (Asemu et al., 1999; Neckár et al., 2002b). Také studie Koláře a 
spol. podpořila názor, že právě otevření mitoKATP a nikoliv sarcKATP kanálů, hraje 
důležitou roli v mechanismu, kterým chronická hypoxie zlepšuje srdeční toleranci vůči 
I/R poškození. Použití modulátoru MCC-134, což je inhibitor mitoKATP kanálů a 
aktivátor sarcKATP kanálů, vedlo ke zrušení protektivního účinku u hypoxických zvířat. 
Na druhou stranu, pokud byl ale MCC-134 podán normoxickým potkanům, neměl 
žádný účinek (Kolár et al., 2005). Uvedená data jsou v souladu s výsledky výzkumných 
skupin zabývajících se IPC (Fryer et al., 2000; Sasaki et al., 2003), tudíž se zdá, že 
mitoKATP kanály představují ústřední složku krátkodobých i dlouhodobých 
kardioprotektivních mechanismů. 
 
2.4.1.2 Oxid dusnatý 
 
Další důležitou komponentou, účastnící se protektivního účinku chronické 
hypoxie, se ukázala být molekula oxidu dusnatého (NO) (Manukhina et al., 2006). 
Endogenní NO je produkovaný rodinou syntáz oxidu dusnatého (NOS), která se skládá 
ze 3 isoforem : endoteliální NOS (eNOS), neuronální NOS (nNOS) a inducibilní NOS 
(iNOS). Podáním L-NAME (N omega-nitro-L-arginin metyl ester), neselektivního 
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inhibitoru NOS, dochází ke zrušení kardioprotekce u hypoxických zvířat, což potvrzuje 
účast NO v ochraně před I/R poškozením (Béguin et al., 2005; Fitzpatrick et al., 2005). 
I přesto, že adaptace na hypoxii zvyšuje expresi a aktivitu NOS v myokardu, stále není 
jednoznačné, která isoforma je zodpovědná za zvýšenou produkci NO. Různé skupiny 
ukázaly, že během expozice potkanů na chronickou hypoxii dochází ke zvýšení hladiny 
iNOS (Grilli et al., 2003; Ding et al., 2005; Chytilová et al., 2015; Alánová et al., 
2017). Studie Grilliho a spol. ukázala, že adaptace potkanů na hypoxii zvýšila hladinu 
iNOS na úrovni mRNA i proteinů. Tato skupina dále zjistila, že také aktivita iNOS byla 
mnohem vyšší u hypoxické skupiny v porovnání s normoxickou (Grilli et al., 2003). 
Aplikace aminoguanidinu, selektivního inhibitoru iNOS, vedla ke zrušení 
kardioprotektivního účinku vyvolaného chronickou hypoxií (Ding et al., 2005).  
Na druhou stranu existují studie, které prokázaly, že chronická hypoxie vyvolává 
zvýšenou expresi eNOS a nNOS (Baker et al., 1999; La Padula et al., 2017). 
Mechanismus, kterým NO napomáhá k protekci myokardu, zahrnuje podle Bakera a 
spol. aktivaci solubilní guanylátcyklázy (GC). Tato aktivace vede k produkci 
3´,5´-cyklického guanosinmonofosfátu (cGMP), který aktivuje proteinkinázu G, která 
následně fosforyluje a tudíž aktivuje KATP kanály (Baker et al., 1999). Tuto představu 
potvrdila studie, kdy po akutním podání donoru NO (molsidomin) nebo inhibitoru 
fosfodiesterázy 5 (sildenafil), která degraduje cGMP, došlo ke snížení velikosti IM u 
normoxických zvířat a posílení kardioprotekce u zvířat hypoxických (Alánová et al., 
2015). I další studie potvrdily, že chronická hypoxie zvýšila jak aktivitu NOS, tak 
aktivitu KATP kanálů (Baker et al., 2001; Béguin et al., 2005; Fitzpatrick et al., 2005). 
 
2.4.1.3 Reaktivní formy kyslíku 
 
Je dobře známo, že reaktivní formy kyslíku (ROS) hrají dvojí roli během I/R 
poškození myokardu. Na jedné straně nadměrné množství ROS může vést k poškození 
biologických struktur, na druhé straně ROS představují důležitou komponentu 
protektivních signálních drah (Becker, 2004). Studie Neckáře a spol. ukázala, že u 
potkanů, současně vystaveným hypoxickým podmínkám a hyperkapnii, o níž je známo, 
že snižuje oxidační stres, došlo k oslabení protektivního vlivu hypoxie na velikost IM 
(Neckár et al., 2003). Rovněž aplikace antioxidantu N-acetylcysteinu zrušila 
kardioprotekci indukovanou hypoxii, čímž se potvrdila účast ROS v mechanismu 
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ochrany před I/R poškozením (Kolár et al., 2007; Estrada et al., 2016). Také další studie 
prokázaly klíčovou úlohu ROS v aktivaci endogenních protektivních drah v myokardu 
(Wang et al., 2011; Chytilová et al., 2015; Estrada et al., 2016). Zvýšená produkce ROS 
se zdá být zapojená také v nežádoucích účincích chronické hypoxie, jako je například 
plicní hypertenze, která vede k hypertrofii pravé komory (RV). Tento patologický 
projev hypoxie byl oslaben vlivem hyperkapnie či aplikaci antioxidantů (Ooi et al., 
2000; Lachmanová et al., 2005). Předpokládá se, že je to právě koncentrace ROS, která 
rozhoduje o jejich rozdílných rolích během I/R poškození. Při vysokých hladinách mají 
ROS škodlivý účinek, zatímco při nízkých se účastní endogenních protektivních drah 




Signalizace závislá na ROS může u hypoxického myokardu zvýšit kapacitu 
antioxidačního obranného systému před I/R poškozením, čímž chrání srdce před 
nadměrným oxidačním stresem a snižuje poškození tkáně (Guo et al., 2009; Balková et 
al., 2011; Neckár et al., 2013). Studie Balková a spol. ukázala, že chronická hypoxie 
zvyšuje v mitochondriích množství a aktivitu manganové superoxiddismutázy 
(MnSOD), což je klíčový enzym antioxidačního systému, který zneškodňuje 
superoxidový radikál jeho přeměnou na méně škodlivý peroxid vodíku a molekulární 
kyslík. Podávání N-acetylcysteinu potkanům během adaptace na hypoxii vedlo ke 
zrušení nárůstu aktivity i množství proteinů MnSOD, což naznačuje, že hypoxie 
indukuje změny u MnSOD prostřednictvím ROS (Balková et al., 2011). Neckár a spol. 
zjistili, že hladina MnSOD se mění v závislosti na zvoleném modelu hypoxie. Zatímco 
kontinuální hypoxie zvýšila množství MnSOD ve srovnání s normoxickou skupinou, 
krátká reoxygenace během dne tento nárůst zrušila (Neckár et al., 2013). Bylo zjištěno, 
že zlepšení ischemické tolerance myokardu adaptací na chronickou hypoxii je spojeno 
se zvýšenou aktivitou a množstvím MnSOD, zatímco cytosolická měďňato/zinečnatá 
superoxiddismutáza (Cu/ZnSOD) se nemění (Guo et al., 2009; Neckár et al., 2013). 
Chronická hypoxie má vliv také na další významný enzym antioxidačního systému. 
Zvyšuje expresi a aktivitu katalázy, která zodpovídá za rozklad peroxid vodíku na vodu 




2.4.1.5 Proteinkináza C 
 
Je známo, že proteinkináza C (PKC) je důležitou komponentou protektivních 
signálních drah, ale účast jednotlivých izoforem PKC za různých hypoxických 
podmínek není stále důkladně objasněna. Zapojení PKC v mechanismu kardioprotekce 
vyvolané chronickou hypoxii je podpořeno studiemi, kdy použití chelerytrinu, 
neselektivního inhibitoru PKC, vedlo ke zrušení protektivního účinku hypoxie (Ding et 
al., 2004; Béguin et al., 2007; Yuan et al., 2017). Nejpravděpodobnějšími kandidáty na 
zprostředkování kardioprotekce se zdají být dvě izorformy PKC, a to PKCδ a PKCε.  
Studie Kolar a spol. ukázala, že adaptace na IHH vedla ke snížení velikosti IM, a 
to pravděpodobně přes PKCδ-dependentní signální dráhu (Kolár et al., 2007). Tyto 
výsledky byly podpořeny dalšími studiemi, ve kterých byl použit rottlerin, selektivní 
inhibitor PKCδ. Rottlerin zrušil nárůst exprese PKCδ indukovaný IHH a zeslabil účinek 
hypoxie na snížení velikosti IM (Neckár et al., 2005; Hlaváčková et al., 2010). Na 
druhou stranu existují studie, které prokázaly zapojení PKCε v mechanismu 
kardioprotekce indukované chronickou hypoxii (Rafiee et al., 2002; Wang et al., 2011; 
Holzerová et al., 2015). Holzerova a spol. ukázali, že protektivní model kontinuální 
normobarické hypoxie (CNH) zvýšil hladinu PKCε na úrovni mRNA i proteinů, a že 
tento účinek hypoxie byl zrušen po aplikaci PKCε inhibičního peptidu KP-1633 
(Holzerová et al., 2015). Je zajímavé, že prenatální expozice na chronickou hypoxii 
vedla naopak k signifikantnímu poklesu hladiny PKCε v myokardu plodu (Patterson et 
al., 2010). Snížená exprese myokardiální PKCε byla pozorována také u dospělých 
potkanů adaptovaných na protektivní model IHH (Kolár et al., 2007; Hlaváčková et al., 
2010). Zdá se tedy, že exprese a aktivace izoforem PKC spojených se zvýšenou 
ochranou vůči I/R poškození závisí na konkrétním modelu a režimu chronické hypoxie. 
 
2.4.1.6 Další proteinkinázy 
 
Mezi další komponenty protektivních signálních drah stimulovaných chronickou 
hypoxii patří další serin/threoninové proteinkinázy jako např. mitogenem aktivované 
proteinkinázy (MAPK) - p-38-mitogenem aktivovaná proteinkináza (p38-MAPK) 
(Rafiee et al., 2002; Béguin et al., 2007), c-Jun N-terminální kináza (JNK) (Rafiee et 
al., 2002) či extracelulárním signálem regulovaná proteinkináza 1/2 (ERK 1/2) (Béguin 
et al., 2007). Rafiee a spol. v roce 2002 prokázali zapojení p38 a JNK, ale ne ERK 1/2 
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kinázy v kardioprotekci indukované adaptací na chronickou hypoxii (Rafiee et al., 
2002). Na druhou stranu studie Béguin a spol. dokázala za použití selektivních 
inhibitorů, že rovněž ERK 1/2 se účastní signálních drah vedoucích k navození 
protektivního fenotypu vyvolaného hypoxii (Béguin et al., 2007). Kromě výše 
zmíněných MAPK byla potvrzená účast také dalších proteinkináz - PI3K/Akt  
(Ravingerová et al., 2007; Milano et al., 2010; Wang et al., 2011), Ca2+-kalmodulin 
dependentní proteinkinázy II (CaMKII) (Xie et al., 2004) a GSK3β (McCarthy et al., 
2011; Wang et al., 2011).  
 
2.4.1.7 Mitochondrie  
 
Stále rostou důkazy o tom, že také mitochondrie hrají důležitou roli v 
kardioprotekci. Zdá se, že zachování funkce mitochondrií je nezbytné pro ochranu srdce 
a jeho zotavení po letální ischemii (Di Lisa et al., 2007; Heusch et al., 2008). Různé 
studie ukázaly, že kromě již výše zmíněných mitoKATP, hypoxie otevírá další 
mitochondriální kanály, a to vysoce vodivé K+ kanály aktivované prostřednictvím Ca2+ 
(BKCa) (Cheng et al., 2008). Za použití farmakologických modulátorů bylo zjištěno, že 
aktivace těchto kanálů taktéž přispívá k ochraně myokardu (Borchert et al., 2011; 
Neckár et al., 2013). Protektivní účinek aktivace BKCa kanálů spočívá především v 
zabránění otevírání mPTP (Cheng et al., 2008).  
mPTP je velký nespecifický pór nacházející se na vnitřní membráně 
mitochondrií, který se otevírá v důsledku Ca2+ přetížení, zvláště je-li doprovázeno 
deplecí nukleotidu adeninu, zvýšenou koncentrací anorganického fosfátu a oxidativním 
stresem, což jsou všechno rysy I/R poškození (Halestrap et al., 1998). Otevření mPTP 
umožňuje vstoupit vodě a látkám v ní rozpustných do mitochondrii, což vede k bobtnání 
mitochondriální matrix, ke kolapsu potenciálu vnitřní membrány, rozpřažení dýchacího 
řetězce, úniku Ca2+ a uvolnění proapoptických faktorů z mitochondrií, což vede 
k apoptóze buněk (Halestrap et al., 1998). Existují důkazy, že IHH zvyšuje toleranci 
mitochondrií k Ca2+ přetížení, čímž snižuje pravděpodobnost otevírání mPTP (Zhu et 
al., 2006; Magalhães et al., 2014). Stejných výsledků bylo dosaženo při použití modelu 





2.4.1.8 Receptory spřažené s G-proteiny 
 
Ukázalo se, že podobně jako u preconditioningu (Yellon and Downey, 2003) se 
na navození kardioprotekce indukované adaptací na chronickou hypoxii podílejí také 
různé receptory spřažené s G-proteiny (GPCRs) (Mallet et al., 2006; Maslov et al., 
2013; Estrada et al., 2016). Příkladem GPCRs, jejichž prostřednictvím lze dosáhnout 
spuštění signálních drah, které vedou ke kardioprotekci během adaptace na hypoxii, 
jsou opioidní receptory (ORs). Studie Maslov a spol. ukázala, že u potkanů 
adaptovaných na CNH došlo ke snížení velikosti infarktu pravděpodobně v důsledku 
zvýšené hladiny endogenních opioidních peptidů a stimulace ORs. Ke zjištění, které 
podtypy ORs by mohly být zapojeny v kardioprotekci indukované chronickou hypoxii, 
bylo použito několik selektivních antagonistů ORs. Protektivní efekt CNH byl zrušen 
po aplikaci antagonistů δ-ORs a μ-ORs. Tyto výsledky ukázaly, že endogenní opioidní 
peptidy působí protektivně prostřednictvím aktivace δ-ORs a μ-ORs (Maslov et al., 
2013). Použitím naltrindolu, selektivního inhibitoru δ-OR, se prokázala účast δ-OR také 
v mechanismu kardioprotekce indukované intermitentní hypoxií (Estrada et al., 2016).  
Existují určité indicie poukazující na to, že dalšími GPCRs, které hrají roli 
v protekci myokardu indukované hypoxii, jsou β-adrenergní receptory (β-ARs). 
Chronická hypoxie vede ke zvýšené aktivitě sympatického nervového systému, což má 
za následek zvýšenou hladinu katecholaminů v těle (Johnson et al., 1983). Nárůst 
katecholaminů a jejich vliv na β-adrenergní signalizaci může přispět k rozvoji 
kardioprotektivního fenotypu (Frances et al., 2003; Tong et al., 2005; Salie et al., 
2011). Zapojení β-ARs v hypoxii-indukované kardioprotekci bylo prokázáno 
podáváním metoprololu psům během adaptace na intermitentní hypoxii. Metoprolol, 
což je selektivní antagonista β1-ARs, výrazně oslabil protektivní účinek indukovaný 










2.5 β-Adrenergní receptory 
 
Jak již bylo výše zmíněno, β-adrenergní receptory (β-ARs) patří do rodiny 
receptorů spřažených s G-proteiny (GPCRs). GPCRs představují specializované 
integrální membránové proteiny, které tvoří největší rodinu receptorů v lidském 
genomu, zahrnující více než 800 genů (Lagerström and Schiöth, 2008). Tyto receptory 
vážou různé skupiny ligandů, které zahrnují hormony, peptidy, neurotransmitery a 
lipidy (Bockaert and Pin, 1999). Rodina GPCRs obsahuje konzervativní strukturu sedmi 
transmembránových α-helixů. Ligandem indukovaná aktivace GPCRs převádí 
extracelulární stimuly na intracelulární signály pro zprostředkování různých buněčných 
a fyziologických odpovědi. GPCRs byly rozsáhlé studovány v myokardu a 
kardiovaskulárním systému, kde má jejich aktivace hluboké homeostatické a regulační 
účinky. Význam těchto receptorů se odráží ve skutečnosti, že více než třetina léků na 
trhu je cílená na GPCRs (Rask-Andersen et al., 2011).  
 
2.5.1 Adrenergní receptory 
 
β-ARs spadají do skupiny adrenergních receptorů, která zahrnuje dále α-ARs. 
Adrenergní receptory představují důležitou skupinu GPCRs, která je odpovědná za 
překlad chemických zpráv ze sympatického nervového systému do kardiovaskulárních 
odpovědi. Významnou roli v tomto překladu mají dva sympatické neurotransmitery a to 
adrenalin a noradrenalin. Jak adrenalin, tak noradrenalin hrají důležitou úlohu při 
kontrole krevního tlaku, rychlosti a síle myokardiální kontrakce, reaktivitě dýchacích 
cest a různých metabolických funkcí (Bylund et al., 1994). 
Ahlquist byl první, kdo farmakologicky rozlišil adrenergní receptory na α-ARs a 
β-ARs (AHLQUIST, 1948). O několik let později bylo pomocí podrobnějších analýz 
identifikováno celkem 9 podtypů adrenergních receptorů: α1A-ARs,  α1B-ARs,  α1D-ARs,  
α2A-ARs,  α2B-ARs,  α2C-ARs,  β1-ARs,  β2-ARs  a  β3-ARs (Kobilka, 2011). V lidském 
myokardu se nachází pouze malé množství α-ARs ve srovnání s β-ARs, poměr β-ARs k 
α-ARs je asi 10:1. Převládajícím podtypem β-ARs ve zdravém myokardu jsou β1-ARs, 
představují přibližně 75-80% z celkového množství β-ARs (Rockman et al., 2002). 
Zastoupení β1-ARs a β2-ARs v komorách je 70-80%  ku 30-20% a v síních 60-70% ku 
40-30% (Brodde, 1991). Stimulace β1-ARs, a v menší míře β2-ARs, zvyšuje sílu srdeční 
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kontrakce (pozitivní ionotropní účinek), srdeční frekvenci (pozitivní chronotropní 
účinek) a rychlost relaxace (pozitivní lusitropní účinek), stejně jako urychluje šíření 
vzruchu atrioventrikulárním uzlem (pozitivní dromotropní účinek) a aktivitu 
peacemakeru sinoatriálního uzlu (Capote et al., 2015). 
 
2.5.2 Struktura β-adrenergních receptorů 
 
 β-ARs jsou stejně jako ostatní GPCRs charakterizovány sedmi 
transmembránovými α-helikálními domémani, které tvoří kapsu, ve které se nachází 
vazebná místa pro agonisty a kompetitivní antagonisty. Dále obsahují tři extracelulární 
a tři intracelulární smyčky. První a druhá extracelulární smyčka jsou spojeny 
prostřednictvím disulfidického můstku, který jak se ukázalo, je nezbytný pro vazbu 
ligandu (Dixon et al., 1987). Receptor dále obsahuje extracelulární N-konec, na kterém 
se obvykle nachází jedno či dvě místa, která jsou glykosylovaná, a cytosolický C-konec. 
Pro interakci receptoru s G-proteinem se ukázal být klíčový N- a C-konec třetí 
intracelulární smyčky a cytosolický C-konec receptoru. C-konec společně s třetí 
intracelulární smyčkou rovněž obsahují sekvence, které mohou být fosforylované 
prostřednictvím proteinkinázy A (PKA) či kinázou receptorů spřažených s G-proteiny 
(GRK) (Strosberg, 1993). 
 
2.5.3 Interakce ligandu s β-adrenergními receptory 
 
Díky mutagenním analýzám bylo odhaleno několik aminokyselinových zbytků, 
které jsou nezbytné pro interakci β-ARs s ligandem. Nejdůležitější aminokyselinou se 
ukázala být bezpochyby kyselina asparagová v poloze 113 (Asp113) ve třetím 
transmembránovém segmentu (TM3), která je konzervována nejen v ARs, ale ve všech 
receptorech vázajících monoaminy. Její karboxylová skupina vytváří vazbu s 
aminoskupinou ligandu. Substituce Asp113 má za následek neschopnost receptorů vázat 
monoaminy (Strader et al., 1988). Jako další aminokyseliny, které se ukázaly být 
kritické pro vazbu agonisty a aktivaci β-ARs, byli identifikovány dva serinové zbytky v 
poloze 204 a 207 v TM5 (Strader et al., 1989). Jak můžeme vidět na obrázku č. 2, pro 





    
Obrázek č. 2: Schéma interakce noradrenalinu s vazebnými místy β2-adrenergních 
receptorů. Na obrázku jsou znázorněny jednotlivé vazby noradrenalinu s různými 
aminokyselinovými zbytky β2-ARs. Kromě Asp113, Ser165, Ser204 a Ser207, které se podílejí na 
vazbě noradrenalinu, zde můžeme vidět také aminokyseliny Tyr316 a Asp79 jejichž interakce 
může být důležitá pro přenos signálu na stimulační G-proteiny; Asp, kyselina asparagová; e1, 
extracelulární N-konec; e2-4, extracelulární smyčky; Ser, serin; S-S, disulfidický můstek; tm1-
7, transmembránové segmenty; Tyr, tyrosin (Strosberg, 1993). 
 
 
2.5.4 Kompartmentalizace β-adrenergní signalizace v kardiomyocytech 
 
Vysoce diferenciované kardiomyocyty mají několik jedinečných membránových 
struktur. Nedávné studie významně rozšířily naše chápání těchto struktur v 
časoprostorové regulaci β-AR signalizace v kardiomyocytech. Mezi tyto struktury patří 
bohaté lipidové rafty, představující specializované oblasti plazmatické membrány 
obohacené o cholesterol a další lipidy, a kaveoly, což jsou podskupiny lipidových raftů, 
které vytvářejí baňkovité invaginace membrány obohacené zejména o proteiny, jako 
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jsou kaveoliny (Patel et al., 2008). Kardiomyocyty dále obsahují rozsáhlou síť 
transverzalních tubulů (t-tubulů), které vznikají jako důsledek invaginace a prodloužení 
plazmatické membrány do vnitřního prostoru buněk. Na vzniku t-tubulů se podílí také 
kaveolin-3 (Parton et al., 1997).  
Zastoupení jednotlivých podtypů β-ARs v těchto membránových strukturách 
usnadňuje sdružování dalších signálních komponent a má silný vliv na produkci cAMP 
a účinnost a specifitu signalizace v kardiomyocytech. Studie Nikoleav a spol. ukázala, 
že za fyziologických podmínek jsou β1-ARs distribuovány po celém buněčném povrchu, 
zatímco β2-ARs jsou lokalizovány v t-tubulech a kaveolách (Nikolaev et al., 2010). 
Bylo zjištěno, že také dvě hlavní myokardiální isoformy adenylátcyklázy (AC), AC5 a 
AC6, vykazují odlišnou kompartmentalizaci v kardiomyocytech. Zatímco AC6 je 
lokalizovaná v plazmatické membráně mimo t-tubulární oblasti a je zodpovědná za 
signalizaci zprostředkovanou β1-ARs, AC5 je lokalizovaná především v t-tubulární 
oblasti, kde je aktivovaná jak prostřednictvím β1- tak β2-ARs. Za komparmetalizaci 
AC5 v t-tubulech je zodpovědná její interakce s kaveolinem-3. Kaveolin-3 dále 
interaguje s fosfodiesterázami (PDE) PDE4b a 4d, což vede k maskování účinku AC5 
působením zmíněných PDE. (Timofeyev et al., 2013). 
Dále bylo zjištěno, že během srdečního selhání dochází k rozptýlení β2-ARs 
z t-tubulů a kaveol na celý buněčný povrch, což vede k difuzi receptory 
zprostředkované cAMP signalizace (Nikolaev et al., 2010; Schobesberger et al., 2017). 
Srdeční selhání se projevuje podstatnými strukturálními změnami kardiomyocytů, což 
způsobuje narušení AC5/PDE interakce a přesun β2-ARs z kaveolin-3 obohacených 
t-tubulů a kaveol do jiných membránových frakcí. Redistribuce β2-ARs v průběhu 
srdečního selhání mění kompartmentaci cAMP a může přispět k selhání myokardu 
(Nikolaev et al., 2010; Timofeyev et al., 2013). 
 
2.5.5 Signální dráhy β-adrenergních receptorů  
 
Sympatický nervový systém (SNS) pozitivně moduluje funkci myokardu tím, že 
podporuje sekreci katecholaminu z nervových zakončení. Aktivita SNS se zvyšuje v 
důsledku zvýšené poptávky těla po srdečním výdeji. Osa SNS-katecholaminy-β-ARs je 
hlavním mechanismem, kterým je srdce řízeno k většímu výkonu (Woo et al., 2015). 
β-ARs transdukují signál obdržený po vazbě katecholaminu přes G-proteiny k jejich 
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následným efektorovým molekulám. Navázáním ligandu do vazebného místa na 
receptoru dochází k jeho aktivaci, což vede ke konformační změně. Konformační změna 
katalyzuje výměnu guanosindifosfátu (GDP) za guanosintrifosfát (GTP) na 
Gα podjednotce heterotrimérního G-proteinu, což  vyústí v disociaci heterotrimeru na 
aktivní Gα a Gβγ podjednotky. Obě tyto podjednotky můžou přenášet intracelulární 
signály nezávisle na sobě. Gβγ podjednotka je vždy pevně spojená, je to heterodimer 
fungující jako monomer (Capote et al., 2015).  
Jak β1-ARs tak β2-ARs jsou spřaženy se stimulačními G-proteiny (Gs-proteiny). 
GαS podjednotka aktivuje adenylátcyklázu (AC), která je zodpovědná za konverzi ATP 
na cyklický adenosinmonofosfát (cAMP). V myokardu mají největší zastoupení dvě 
isoformy AC, a to AC5 a AC6. Obě tyto isoformy mají vysoce homologní sekvence a 
patří do skupiny AC, které mohou být inhibovány fyziologickými koncentracemi Ca2+ 
(Beazely and Watts, 2006). cAMP je malá molekula, která funguje jako druhý posel. 
I přes svou malou velikost a schopnost difuze je distribuce cAMP poněkud omezená 
kvůli její degradaci prostřednictvím PDEs (Zaccolo, 2009). Zvýšená koncentrace cAMP 
vede k jeho vazbě na regulační podjednotku cAMP-dependentní proteinkinázy A 
(PKA), což má za následek její aktivaci. Aktivovaná PKA fosforyluje různé substráty 
od receptorů a jejich přidružených partnerů k proteinům, které se podílejí na zvýšení 
srdeční kontrakce a frekvence (Salazar et al., 2007).  
β2-ARs mohou na rozdíl od β1-ARs působit také dráhou, která není 
zprostředkovaná přes Gs proteiny a cAMP, a která je spojená s inhibičními G-proteiny 
(Gi proteiny). Studie Foerstera a spol. ukázala, že β2-ARs mohou přenášet signál na dva 
odlišné Gi proteiny a to Gi2 a pravděpodobně Gi3 (Foerster et al., 2003). K přepnutí 
signalizace z Gs na Gi je zapotřebí fosforylace intracelulární části receptoru. 
Aktivovaná Gαi podjednotka může inhibovat aktivitu AC, čímž zamezí další syntéze 
cAMP (Daaka et al., 1997; Xiao et al., 1999). Dále bylo prokázáno, že β2-ARs-Gi 
signalizace indukuje nábor a aktivaci dalších signálních molekul, včetně ERK, PI3K a 
Akt kinázy, u kterých se prokázalo, že ovlivňují růst kardiomyocytů a zabraňují jejich 
apoptóze (Luttrell et al., 1999; Zhu et al., 2001). 
Stimulace myokardu SNS prostřednictvím β-ARs je klíčovým regulátorem 
srdeční frekvence (chronotropní účinek), síly srdeční kontrakce (inotropní účinek) a 
rychlosti srdeční relaxace (lusitropní účinek). Tyto účinky jsou důsledkem aktivace výše 
zmíněné cAMP-dependentní PKA a následné fosforylace klíčových proteinů (Obrázek 
č. 3). Mezi tyto proteiny patří L-typ vápenatých kanálů, jejichž fosforylace zvyšuje 
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proud vápníku (Ca2+) do kardiomyocytů, nebo ryanodinové receptory, u nichž 
fosforylace zvyšuje citlivost pro uvolňování Ca2+ ze sarkoplazmatického retikula (SR) 
do buňky. Fosforylace těchto dvou proteinů má za následek zvýšenou koncentraci 
intracelulárního Ca2+, což vede k srdeční kontrakci (Bers, 2002). Lusitropní účinek je 
zprostředkován fosforylaci regulačních proteinů fosfolambanu a troponinu I. 
Fosforylaci fosfolambanu dochází ke zrušení jeho inhibičního vlivu na Ca2+-ATPázu SR 
a tudíž zvýšenému toku Ca2+ zpět do SR a fosforylace troponinu I vede k uvolnění Ca2+ 
z myofilament (Li et al., 2000).  
 
 
Obrázek č. 3: Aktivace β-adrenergních receptorů a fosforylace klíčových proteinů 
účastnících se srdeční kontrakce a relaxace. AC, adenylátcykláza; AKAP, kotvící protein 
proteinkinázy A; β-AR, β-adrenergní receptor; ATP, adenosintrifosfát; Ca, vápník; cAMP, 
cyklický adenosinmonofosfát; Gs, stimulační G-protein; ICa, L-typ vápenatých kanálů; PKA, 
proteinkináza A; PLB, fosfolamban; Reg, regulační podjednotka proteinkinázy A; RyR, 




2.5.6 Regulační mechanismy β-adrenergní signalizace  
 
Změny v β-ARs signalizaci jsou zásadní pro patogenezi srdečního selhání, kdy 
chronické zvýšení hladiny katecholaminů vede k dysregulaci β-ARs signalizace 
prostřednictvím desensitizace (Bristow et al., 1986). Desensitizace popisuje tendenci 
biologických systémů a receptorů ztrácet svou schopnost reagovat na nepřetržitou a 
opakovanou stimulaci. Regulační mechanismy, které přispívají k β-ARs desensitizaci, 
mohou být zařazeny do těch, které ovlivňují funkci receptorů (rozpřažení receptorů od 
G-proteinů) a mezi ty, které ovlivňují jejich množství (downregulace) (Lefkowitz and 
Shenoy, 2005).  
Downregulace β-ARs v reakci na nadměrnou stimulaci agonistou je pomalý 
proces, který přispívá k dlouhodobému znecitlivění. Mechanismy, které vedou k 
downregulaci zahrnují internalizaci a degradaci receptoru, destabilizaci receptorové 
mRNA či sníženou syntézu receptoru (Hausdorff et al., 1990; Pitcher et al., 1998). 
Pokles množství β-ARs je důsledkem selektivní redukce β1-ARs s malou nebo žádnou 
změnou v množství β2-ARs (Bristow et al., 1986; Ungerer et al., 1993).  
Na rozdíl od downregulace, k agonistou indukované ztrátě funkce receptoru 
dochází během několika minut po stimulaci receptoru a je způsobená rozpřažením 
receptoru od příslušných G-proteinů. Za rozpřažení receptoru od G-proteinů je 
zodpovědná fosforylace třetí intercelulární smyčky či C-konce receptoru. Fosforylace 
β-ARs je zprostředkovaná dvěma typy proteinkináz: druhým poslem aktivovanou 
proteinkinázou, cAMP-dependentní PKA, a kinázou receptorů spřažených s G-proteiny 
(GRK) (Strosberg, 1993). Nejzastoupenější GRK v srdci je GRK2, známá také jako 
β-adrenergní receptorová kináza 1 (β-ARK1). Zatímco GRKs fosforylují pouze ty 
receptory, které jsou stimulované agonistou (homologní desensitizace), PKA fosforyluje 
jak stimulované, tak nestimulované receptory (heterologní desensitizace) (Madamanchi, 
2007). V obou případech fosforylace umožňuje vazbu β-arrestinu, který představuje 
prostředníka pro receptorovou endocytózu, ubiquitinylaci a signalizaci nezávislou na 
G-proteinech.  
Vazba β-arrestinu zvyšuje afinitu receptoru k adaptorovému proteinu AP-2 a 
klatrinu, což vede k internalizaci receptoru. Po internalizaci jsou receptory 
transportovány do endosomů, odkud mohou být recyklovány zpět do plazmatické 
membrány, kde se vrátí zpět do funkčního stavu (Claing et al., 2002). Avšak v odezvě 
na přetrvávající stimulaci receptoru může být internalizovaný receptor místo návratu 
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zpět na membránu degradován v lysozomu, což vede k výše zmíněné downregulaci 
receptoru. O tom, zda bude receptor degradován či ne, rozhoduje pravděpodobně 
ubiquitinylace receptoru a β-arrestinu prostřednictvím E3 ubiquitin ligázy Mdm2, která 
je navázána na β-arrestin. Bylo zjištěno, že ubiquitinylace β-arrestinu je nezbytná pro 
internalizaci receptoru, ale pro cílení receptoru do lysozomu a jeho degradaci se ukázala 
být klíčová ubiquitinylace receptoru (Shenoy et al., 2001; Jean-Charles et al., 2016). 
Další funkcí β-arrestinu je jeho role při vytváření jakéhosi lešení, které spojuje prvky 
komplexních signálních drah nezávislých na G-proteinech. Často je to způsob, jak spojit 
receptor s komponenty MAPK kaskád. β-arrestin může vázat členy Src rodiny, což je 
rodina nereceptorových tyrosinkináz, a tato interakce může vést k aktivaci ERK 1/2 
kinázy (Luttrell et al., 1999). Dále jsou β-arrestiny schopné vázat nejen další klíčové 
hráče MAPK signalizace jako například p-38 a c-Jun N-terminální kinázu 3 (JNK3) 
(McDonald et al., 2000; Gong et al., 2008), ale mohou také zprostředkovat aktivaci 
PI3K/Akt signální dráhy (Povsic et al., 2003; Ahn et al., 2009). 
Studie Daaka a spol. ukázala, že fosforylace β2-ARs zprostředkovaná PKA 
slouží také k přepnutí spojení receptoru od Gs proteinů ke Gi proteinům. Zmíněná 
fosforylace β2-ARs vede nejen ke snížené interakci s Gs proteiny, ale vede k aktivaci 
MAPK prostřednictvím Gβγ podjednotky, a to díky zvýšené interakci β2-ARs 
s Gi proteiny (Daaka et al., 1997). Další studie zjistily, že taktéž fosforylace receptorů 
prostřednictvím GRK2 může zvýšit spřažení β2-ARs s Gi proteiny (Wang et al., 2008; 
Liu et al., 2009).  
 
2.5.7 Účinky dlouhodobé stimulace na β1-adrenergní receptory  
 
Farmakologické důkazy naznačují, že dlouhodobá aktivita SNS a tudíž stimulace 
β1-ARs a β2-ARs, má odlišné účinky na přežívání kardiomyocytů (Communal et al., 
1999; Zhu et al., 2001). Dlouhodobá chronická stimulace β1-ARs podporuje 
downregulaci těchto receptorů a negativní remodelaci srdce včetně hypertrofie a 
apoptózy kardiomyocytů (Ungerer et al., 1993; Singh et al., 2001; Zhu et al., 2001; 
Morisco et al., 2001). Apoptóza se podílí na I/R poškození myokardu a je zapojená v 
přechodu od srdeční hypertrofie k srdečnímu selhání (Narula et al., 1996; Shizukuda et 
al., 1998). Existují studie, které poukazují na to, že apoptóza kardiomyocytů vyvolaná 
β1-ARs je zprostředkovaná cAMP-PKA dráhou (Communal et al., 1999; Zaugg et al., 
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2000). Na druhou stranu, studie Zhu a spol., ve které byly použity specifičtější metody k 
inhibici PKA dráhy, ukázala, že apoptotický účinek trvalé stimulace β1-ARs může být 
na cAMP-PKA dráze nezávislý (Zhu et al., 2003). Dále tito autoři prokázali, že 
prodloužená stimulace β1-ARs je schopná zvýšit hladinu intracelulárního Ca
2+ a aktivitu 
Ca2+/kalmodulin dependentní kinázy II (CaMKII) taktéž způsobem nezávislým na PKA. 
Snížení koncentrace intracelulárního Ca2+ či inhibice CaMKII vedly k ochraně 
kardiomyocytů před apoptózou indukovanou β1-ARs a naopak nadměrná exprese 
myokardiální isoformy CaMKII, CaMK-δC, výrazně zvýšila apoptotický účinek 
β1-ARs. Tyto výsledky prokázali zapojení CaMKII v indukci apoptózy stimulované 
β1-ARs. (Zhu et al., 2003). Studie Xu a spol. naznačila možný mechanismus, 
prostřednictvím kterého CaMKII indukuje apoptózu vedoucí k srdeční dysfunkci. 
Aktivovaná CaMKII zprostředkovává fosforylaci mitochondriálního 
dynaminu-příbuzného proteinu 1 (Drp1), což vede k otevření mPTP a následné smrti 
kardiomyocytů. Inhibice aktivity Drp1 brání otevření mPTP, čímž chrání 
kardiomyocyty před apoptózou (Xu et al., 2016). 
 
2.5.8 Účinky dlouhodobé stimulace na β2-adrenergní receptory  
 
Další studie poskytly důkazy o tom, že i přesto, že chronická stimulace β2-ARs 
může aktivovat jak apoptotickou, tak antiapoptotickou signální dráhu, výsledný účinek 
vede k přežívání buněk (Zhu et al., 2001; Ahmet et al., 2004; Bhushan et al., 2012). 
Protektivní účinek β2-ARs je z velké části zprostředkován jejich interakcí s Gi proteiny, 
což následně vede k postupné aktivaci dráhy přežívání zahrnující Gβγ podjednotku, 
PI3K a Akt (Chesley et al., 2000; Zhu et al., 2001). PI3K představuje významného 
prostředníka β2-ARs-Gi signalizace, který chrání kardiomyocyty před apoptózou 
zprostředkovanou Gs proteiny, a to aktivací faktoru přežívání Akt. Inhibice Gi (Gβγ) 
signalizace prostřednictvím toxinu pertuse (PTX) nebo inhibice PI3K pomocí inhibitoru 
LY294002 zcela zrušila aktivaci Akt stimulovanou β2-ARs, a co je důležitější, 
konvertovala β2-ARs signalizaci z dráhy přežívaní na dráhu apoptotickou. Tyto 
výsledky tedy naznačují, že β2-ARs-Gs signální dráha může vést k apoptóze 
kardiomyocytů v případě zablokování β2-ARs-Gi signalizace (Zhu et al., 2001).  
Dále bylo zjištěno, že β2-ARs-Gi signalizace je klíčovým mechanismem, který je 
základem kardioprotekce také u některých forem preconditioningu (Tong et al., 2005). 
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Další studie ukázaly, že stimulace β2-ARs vede kromě aktivace Akt také k aktivaci 
eNOs a PKC. Tyto studie prokázaly účast zmíněných signálních molekul v ochraně 
kardiomyocytů před buněčnou smrtí a při zachování srdeční funkce po I/R (Fajardo et 
al., 2011; Bhushan et al., 2012). Akt a PKC, známé také jako kinázy přežívání, chrání 
kardiomyocyty prostřednictvím inhibice otevírání mPTP (Fajardo et al., 2011). 
Podobný mechanismus vedoucí k inhibici vytváření mPTP je zapojen v kardioprotekci 
navozené conditioningem (Argaud et al., 2005; Downey et al., 2008). 
Další důležitou molekulou zapojenou v β2-ARs-Gi signální dráze se ukázala být 
cytosolická fosfolipáza A2 (cPLA2). Bylo zjištěno, že za stresových podmínek dochází 
ke zvýšení aktivity cPLA2α, a to v důsledku rozpřažení β2-ARs od Gs proteinem 
regulované AC signální dráhy a současným zvýšením spřažení β2-ARs s Gi proteiny. 
Tato data naznačují, že β2-ARs-Gi-cPLA2α signální dráha by mohla být funkční 
náhradou za defektní či chybějící β-AR-Gs-AC signální dráhu při srdečním selhání či 
















3 Cíle disertační práce 
 
Hlavním cílem této disertační práce bylo rozšířit naše vědomosti o vlivu 
chronické hypoxie na β-adrenergní signalizaci v myokardu potkana a možném zapojení 
této signální dráhy v molekulárních mechanismech kardioprotekce. Zkoumali jsme vliv 
odlišných režimů chronické hypoxie, a to jak protektivních režimů kontinuální 
normobarické hypoxie (CNH) a intermitentní hypobarické hypoxie (IHH), tak 
neprotektivního režimu intermitentní normobarické hypoxie (INH). Studovali jsme vliv 
hypoxie na β-adrenergní signalizaci především u dospělých samců potkanů kmene 
Wistar, ale porovnávali jsme také možné rozdíly v této signalizaci mezi dalšími kmeny 
potkanů (kmen spontánně hypertenzních potkanů (SHR) a konplastický kmen 
SHR-mtBN). Zajímaly nás především změny v distribuci β-adrenergních receptorů 
(β-ARs), G-proteinů a adenylátcyklázy (AC), a to jak na úrovni proteinů, tak mRNA, 
ale také funkční stav tohoto důležitého signálního systému. U SHR a SHR-mtBN kmene 
jsme kromě β-adrenergní signalizace sledovali změny v expresi u vybraných 
antioxidačních enzymů a monoaminooxidázy A (MAO-A) a také funkční stav MAO-A.  
 
Přehled specifických cílů: 
 
Cíl 1: Sledování vlivu protektivní kontinuální a neprotektivní intermitentní 
normobarické hypoxie na β-adrenergní signalizaci v RV a LV myokardu 
potkana  
 stanovení celkového počtu (BMAX) a disociační konstanty (KD) β-ARs  
 zjištění poměru jednotlivých podtypů β-ARs (β1-ARs a β2-ARs) a 
hodnoty inhibiční konstanty (Ki) β-ARs pomocí vazebných studií 
 stanovení zastoupení β-ARs na úrovni mRNA 
 analýza změn na úrovni proteinů u vybraných komponent β-adrenergní 
signalizace (Gsα, Gβ, AC) 





Cíl 2: Sledování vlivu CNH na β-adrenergní signalizaci, monoaminooxidázu A 
(MAO-A) a vybrané komponenty antioxidačního systému v LV myokardu 
SHR a SHR-mtBN potkanů 
 stanovení celkového počtu (BMAX) a disociační konstanty (KD) β-ARs  
 zjištění poměru jednotlivých podtypů β-ARs (β1-ARs a β2-ARs) a 
hodnoty inhibiční konstanty (Ki) β-ARs pomocí vazebných studií 
 stanovení aktivity AC a MAO-A  
 sledování zastoupení MAO-A a vybraných antioxidačních enzymů 
(katalázy, aldehyddehydrogenázy-2 (ALDH-2), Cu/ZnSOD, MnSOD) na 
úrovni mRNA a proteinů 
 porovnání možných rozdílů v β-adrenergní signalizaci a antioxidačním 
systému mezi jednotlivými kmeny potkanů (SHR, SHR-mtBN) 
 
Cíl 3: Sledování vlivu chronické intermitentní hypobarické hypoxie na 
β-adrenergní signalizaci v LV myokardu potkana  
 stanovení celkového počtu (BMAX) a disociační konstanty (KD) β-ARs  
 zjištění poměru jednotlivých podtypů β-ARs (β1-ARs a β2-ARs) a 
hodnoty inhibiční konstanty (Ki) β-ARs pomocí vazebných studií 
 sledování zastoupení vybraných komponent β-adrenergní signalizace 
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5 Materiál a metody 
 
5.1 Laboratorní zvířata  
 
K experimentům byli použiti dospělí samci laboratorního potkana kmene Wistar, 
SHR (spontánně hypertenzní potkan) a SHR-mtBN. SHR-mtBN je konplastický kmen, 
který nese mitochondriální genom vysoce inbredního kmene Brown Norway na 
jaderném genetickém pozadí SHR potkanů. Tento kmen byl vytvořen selektivní 
výměnou mitochondriálního genomu SHR potkanů za mitochondriální genom potkanů 
Brown Norway (Neckář et al., 2017). Potkani byli krmeni standardní chovnou dietou 
s neomezeným přísunem vody a chováni v klecích po třech jedincích v režimu 12 hodin 
světlo/12 hodin tma při teplotě 22 ± 2 °C. Po ukončení experimentu byla zvířata 
usmrcena cervikální dislokací. Experimentální protokoly byly schváleny Etickou komisí 
Fyziologického ústavu Akademie věd České Republiky. Všechny experimenty byly 
provedeny v souladu s „Guide for the Care and Use of Laboratory Animals‟ 
publikovaným v US National Institutes of Helth (NIH publication No. 85-23, 
revidováno 1996). 
 
5.2 Experimentální modely chronické hypoxie 
 
V naších studiích byly použity tři modely chronické hypoxie: kontinuální 
normobarická hypoxie (CNH), intermitentní normobarická hypoxie (INH) a 
intermitentní hypobarická hypoxie (IHH). V případě CNH byly potkani vystaveni 
nepřetržitému působení hypoxie (24 hodin/denně) v normobarické komoře po dobu 
3 týdnů.  Tato komora je vybavena hypoxickým generátorem (Everest Summit, 
Hypoxico Inc., NY, USA), který snížil obsah kyslíku v komoře na 10%. Další skupina 
potkanů byla adaptována po dobu 3 týdnů na INH. Podmínky v normobarické komoře 
byly pro INH skupinu nastaveny stejně jako v případě CNH (10% O2) s tím, že zvířata 
z INH skupiny byla během dne vrácena na 1 hodinu zpět do normoxického prostředí 
(reoxygenace). Posledním použitým modelem v naších experimentech byla IHH. 
Adaptace na IHH probíhala v hypobarické komoře 8 hodin denně, 5 dní v týdnu po 
celkovou dobu 5 týdnů (25 expozic). IHH podmínky simulovaly nadmořskou výšku 
7000 m n. m. (PB = 40,9 kPa, PO2 = 8,5 kPa). Barometrický tlak byl snižován postupně  
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tak, že finální nadmořské výšky 7000 m n. m. bylo dosaženo po 13 expozicích (Kolár et 
al., 2007). Kontrolní skupiny potkanů byly chovány v normoxických podmínkách 
odpovídajících nadmořské výšce 200 m (PB = 99 kPa, PO2 = 20,7 kPa). 
 
5.3 Homogenizace a frakcionace srdeční tkáně 
 
 Ihned po usmrcení zvířat byla srdce vyjmuta a promyta ve vychlazeném 
fyziologickém roztoku. Následně byly odstraněny síně a zbytek srdce byl rozdělen na 
levou komoru (LV), pravou komoru (RV) a septum (S). Jednotlivé srdeční oddíly byly 
poté zváženy, zamraženy v kapalném dusíku a před dalším zpracováním byly uchovány 
v hlubokomrazícím boxu (-80 °C).  
 Pro izolaci mRNA byly kousky zmrzlé tkáně rozdrceny v třecích miskách v 
přítomnosti kapalného dusíku a následně homogenizovány v RNAzolu (Molecular 
Research Center, Inc.) nebo TRIzolu (Invitrogen, CA) pomocí kuličkového 
homogenizátoru (30 Hz, 10 min; Retsch MM200, Haan, Německo). Získané 
homogenáty byly poté centrifugovány, aby se odstranily homogenizační kuličky a 
zbytky tkání. Vzniklé supernatanty jednotlivých vzorků byly před dalším zpracováním 
uchovány při teplotě -80 °C.  
 Pro vazebné studie, Western blotting a stanovení enzymových aktivit byla tkáň 
homogenizována v TMES pufru (20 mM Tris, 3 mM MgCl2, 1 mM EDTA, 
250 mM sacharóza; pH 7,4) doplněného o inhibitory proteáz (Complete Protease 
Inhibitor Cocktail, Roche). V tomto případě byly jednotlivé vzorky tkáně pomocí 
chirurgických nůžek rozstříhány na malé kousky a pomocí Ultra-Turraxu rozmělněny 
(24 000 rpm, 30 s). Vzniklé směsi byly poté homogenizovány pomocí Potter-Elvehjem 
sklo-teflonového homogenizátoru (1200 rpm, 1 min). Suspenze homogenátu byly 
následně centrifugovány (600 x g, 10 min, 4 °C), aby se odstranily jádra a buněčné 
zbytky. Vzniklé postnukleární supernatanty byly dále centrifugovány (50  000 x g, 
30 min, 4 °C) za účelem oddělení membránové a cytosolické frakce. Pelety, které 
obsahovaly hrubé membrány (HM), byly resuspendovány v TME pufru (20 Mm Tris, 
3 mM MgCl2, 1 mM EDTA; pH 7,4). Obě frakce byly rozalikvotovány a uchovány při 
teplotě -80 °C do dalšího použití. Všechny úkony při homogenizaci a frakcionaci tkáně 




5.4 Vazebné studie 
 
 Ke stanovení celkového počtu (BMAX) β-adrenergních receptorů (β-ARs) ve 
vzorcích srdečních komor bylo využito saturačních vazebných studií za použití 
radioligandu [3H]CGP 12177 (PerkinElmer, Inc., MA, USA), což je neselektivní 
antagonista β-ARs. Tyto studie byly dále použity k určení rovnovážné disociační 
konstanty (KD) β-ARs, která odpovídá koncentraci radioligandu, při níž je obsazena 
polovina receptorů. V saturačních experimentech se stanovuje množství specificky 
vázaného radioligandu v závislosti na jeho rostoucí koncentraci. Vzorky hrubých 
membrán (HM) (100 µg proteinů) byly inkubovány v inkubačním pufru (50 mM Tris, 
10 mM MgCl2, 1 mM kyselina askorbová; pH 7,4) obsahujícím vzrůstající koncentraci 
[3H]CGP 12177 (0,06 - 4 nM) po dobu 1 hodiny při 37 °C v celkovém objemu 0,5 ml. 
Vazebná reakce byla ukončená přidáním 3 ml vychlazeného promývacího pufru 
(50 mM Tris, 10 mM MgCl2; pH 7,4) a následnou vakuovou filtrací přes Whatman 
GF/C filtry, které byly během inkubace namočeny v 0,3% polyethyleniminu. Filtry byly 
poté dvakrát promyty 3 ml promývacího pufru a umístěny do scintilačních lahviček, kde 
k nim byl přidán scintilační roztok EcoLite (MP Biomedicals, CA, USA) či CytoScint 
(ICN Biomedicls, CA, USA). Radioaktivita zachycená na filtrech se nechala přes noc 
eluovat a druhý den byla změřena na kapalinovém scintilačním detektoru TriCarb 
2910TR LSC (PerkinElmer, Waltham, MA, USA). Nespecifická vazba byla stanovena 
inkubací vzorků s radioligandem v přítomnosti 10 µM L-propranololu a představovala 
méně než 30% celkové vazby.  
 Poměr jednotlivých podtypů β-ARs (β1-ARs a β2-ARs) a jejich inhibiční 
konstanty (Ki) byly stanoveny prostřednictvím kompetičních vazebných studií za 
použití fixní koncentrace radioligandu [3H]CGP 12177 a měnící se koncentrace 
neznačeného ligandu (kompetitoru) ICI 118,551. ICI 118,551 je selektivní antagonista 
β2-ARs, což má za následek jeho vazbu k β2-ARs  už při velmi nízkých koncentracích, 
zatímco k β1-ARs se váže až po obsazení všech přítomných β2-ARs, tudíž při vyšších 
koncentracích. V našem případě byly HM ze srdečních komor inkubovány s 1 mM 
[3H]CGP 12177 v přítomnosti vzrůstající koncentrace (10-10–10-4 M) ICI 118,551. 
Ostatní experimentální podmínky byly totožné jako u saturačních studií. Pokusy pro 
každou skupinu byly prováděny třikrát nezávisle na sobě a to v triplikátech. Údaje ze 
saturačních a kompetičních vazebných studií byly analyzovány nelineární regresní 
analýzou pomocí softwaru GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, CA, USA). 
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5.5 Izolace RNA a Real-time PCR 
 
           Izolace RNA a stanovení exprese na úrovni mRNA metodou Real-time PCR bylo 
provedeno Mgr. Ivetou Nedvědovou, Ph.D. 
 
Izolace celkové buněčné RNA z jednotlivých vzorků srdečních komor byla 
provedena za použití RNAzolu (Molecular Research Center, Inc.) či TRIzolu 
(Invitrogen, CA, USA) podle pokynů výrobce. Čistota a koncentrace izolované RNA 
byla stanovena použitím NanoDropu. Prostřednictvím RevertAidTM H Minus First 
Strand cDNA Syntesis Kitu (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) byl v 
procesu reverzní transkripce přepsán 1 µg celkové RNA do cDNA pomocí oligo(dT) 
primerů dle instrukcí výrobce. Analýzy Real-time PCR byly provedeny na přístroji 
Light Cycler LC 480 (Roche Applied Science, Branford, CT, USA) za použití Syber 
green Master Mixu (Eurogentec S. A., Seraing, Belgie). Genově specifické primery 
byly navrženy pomocí softwaru Universal Probe  Library  Assay  Design Center (UPL, 
Roche  Applied  Science). Sekvence navržených primerů použitých v naších 
experimentech jsou uvedeny v tabulce č. 1. Relativní hladiny analyzovaných transkriptů 
byly vypočítány podle Pfaffla (Pfaffl, 2001) za použití genu ribosomální podjednotky 
18S či hypoxanthin fosforibosyltransferázy (HPRT) jakožto vhodného referenčního 
genu. Všechna měření byla provedena v triplikátech. 
 
 
Tabulka č. 1: Seznam použitých primerů pro Real-Time PCR 
Geny Forward primer Reverse primer 
AdrB1 agagcagaaggcgctcaag agccagcagagcgtgaac 
AdrB2 acgagctcagtgtgcagga tcctggaagcttcattcagag 
MAOA tggtatcatgacccagtatgga tgtgcctgcaaagtaaatcct 
ALDH2 agacgtcaaagatggcatga ttgaggatctgcatcactgg 
CAT cagcgaccagatgaagca ggtcaggacatcgggtttc 
Cu/ZnSOD taagaaacatggcggtcca tggacacattggccacac 






5.6 SDS-PAGE elektroforéza a Western Blot analýza 
 
K separaci proteinů v jednotlivých vzorcích se používá metoda SDS-PAGE 
elektroforéza, která probíhá na polyakrylamidovém gelu v přítomnosti dodecylsulfátu 
sodného (SDS) v elektroforetické aparatuře. SDS způsobuje denaturaci proteinů a udává 
hodnotu jejich povrchového náboje, který je ve výsledku záporný, což umožňuje 
následnou separaci proteinů v gelu na základě jejich molekulové hmotnosti.  
Vzorky hrubých membrán a cytosolu byly solubilizovány v Laemmliho 
vzorkovém pufru a naneseny na 10% nebo 15% akrylamidový gel v množství 10-30 µg 
proteinů na jamku. SDS-PAGE probíhala při konstantním napětí 200 V po dobu 
1 hodiny v elektroforetické aparatuře Mini-Protean II (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). 
Po ukončení elektroforézy byly proteiny z gelu přeneseny na nitrocelulózovou 
membránu (GE Healthcare Life Sciences, Buckinghamshire, UK), která byla poté 
obarvena pomocí Ponceau S, což posloužilo ke kontrole kvality přenosu. Membrány 
byly následně blokovány v roztoku 5% nízkotučného mléka v TBS pufru (10 mM Tris, 
150 mM NaCl; pH 8,0) po dobu 1 hodiny a dále inkubovány 1,5 hodiny při pokojové 
teplotě nebo přes noc při 4 °C s příslušnými primárními protilátkami (protilátky anti-
Gsα, anti-Gβ, anti-AC5/6, anti-β-actin, anti-Giα3, anti-MAO-A, anti-ALDH-2 
pocházely ze Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA); anti-kataláza a anti-
AC5 z Abcamu (Cambridge, UK); anti-AC6 z Acris Antibodies (Rockville, MD, USA); 
anti-Cu/ZnSOD a anti-MnSOD z Cayman Chemical Company (Ann Arbor, MI, USA); 
příprava anti-Giα1,2 byla popsána v článku (Novotny et al., 2001)). Po třech 
10-minutových promytích v TBS pufru obsahujícím 0,3% Tween 20 byly membrány 
inkubovány se sekundárními protilátkami konjugovanými s křenovou peroxidázou po 
dobu 1 hodiny při pokojové teplotě. Po dalším promytí membrán v TBS pufru byly 
proteiny vizualizovány pomocí zesilovací chemiluminiscenční techniky podle instrukcí 
výrobce (Pierce Biotechnology, Rockford, IL, USA). K ověření správné identifikace 
námi zkoumaných proteinů byly použity standardy molekulových hmotností a pozitivní 
kontroly. Kvantifikace relativního množství stanovovaných proteinů byla vyhodnocena 
programem ImageQuant  software (Molecular  Dynamics, Sunnyvale, CA, USA). K 
opravě nepřesností spojených s nanášením vzorku na gel či přenosem na membránu byl 




5.7 Stanovení aktivity adenylátcyklázy 
 
Aktivita adenylátcyklázy (AC) ve vzorcích hrubých membrán (HM) izolovaných 
ze srdečních komor byla stanovena měřením přeměny [𝛼-32P]ATP (Amersham 
Biosciences, UK) na [32P]cAMP (Ihnatovych et al., 2001). Vzorky HM (20 μg) byly 
inkubovány v reakční směsi obsahující 48 mM Tris pufr (pH 7,4), 2 mM MgCl2, 
0,1 mM EDTA, 20 μM GTP, 0.8 mg/ml BSA, 40 μM 3-isobutyl-1-methylxanthin, 
5 mM fosfoenolpyruvát, 3.2 U pyruvát kinázy, 100 mM NaCl, 0.1 mM cAMP a 
přibližně 15 000 cpm [3H]cAMP (Amersham Biosciences, UK) v celkovém objemu 
100 μl. Kromě stanovení bazální aktivity AC byla její enzymová aktivita modulována 
různými stimulátory (10 μM isoprenalin, 10 μM forskolin, 10 mM MnCl2, 100 μM 
GTPγS a 10 mM NaF) pro posouzení funkčního stavu jednotlivých komponent signální 
dráhy. AC byla aktivována buďto přímo svým kofaktorem Mn2+ nebo prostřednictvím 
forskolinu, který stimuluje jak AC, tak Gs proteiny, či přes stimulaci β-ARs 
isoprenalinem. Aktivace AC přes Gs byla stimulovaná také za použití GTPγS a NaF. 
Po 1 minutové preinkubaci vzorků v reakční směsi s nebo bez stimulátorů při teplotě 
30 °C byla reakce spuštěna přidáním 10 μl 0,4 M ATP spolu s 2 000 000 cpm 
[α-32P]ATP, inkubace probíhala po dobu 20 minut při 30 °C. Reakce byla zastavena 
přidáním 200 μl 0,5 M HCl a zahříváním směsi na teplotu 100°C po dobu 5 minut. 
Vzorky byly neutralizovány 200 μl 1,5 M imidazolem. Separace nově vzniklého 
[32P]cAMP, vyprodukovaného prostřednictvím AC v HM během reakce, od ostatních 
nukleotidů byla provedena kolonovou chromatografii za použití oxidu hlinitého.  
Zjištěné množství [32P]cAMP v každé přefiltrované lahvičce bylo korigováno na 
výtěžnost [3H]cAMP jakožto vnitřního standardu. Radioaktivita byla změřena na 
kapalinovém scintilačním detektoru TriCarb 2910TR LSC (PerkinElmer, Waltham, 
MA, USA). 
 
5.8 Stanovení aktivity monoaminooxidázy-A  
 
Aktivita monoaminooxidázy A (MAO-A) ve vzorcích izolovaných z LV byla 
stanovena za použití kynuramin dihydrobromidu jako substrátu v přítomnosti 
deprenylu, inhibitoru MAO-B (Xu et al., 2005). Myokardiální HM (100 μg proteinů) 
byly lyzovány 2% Tritonem X-100. Výsledné lyzáty o objemu 200 μl byly smíchány s 
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0,2 μl 1 mM deprenylu a 2,5 ml 50 mM fosfátového pufru (pH7,4) a inkubovány po 
dobu 1 hodiny při teplotě 37 °C. Po uplynutí inkubační doby bylo do každé reakční 
směsi přidáno 30 μl 2,19 mM kynuramin dihydrobromidu a inkubace pokračovala 
dalších 30 minut. Reakce byla ukončena přidáním 200 μl 5 M kyseliny chloristé. 
Následně byly reakční směsi centrifugovány (1500 x g, 10 min). Po centrifugaci bylo od 
každého vzorku odebráno 500 μl supernatantu, který byl přidán do předem připravených 
zkumavek s 2,5 ml 1 M NaOH. Fluorescence vzniklého produktu byla měřená na 
96-jamkové destičce při Ex 310-nm/Em 380-nm na přístroji Biotek Synergy HT. Pro 
výpočet aktivity MAO-A byla použita standartní křivka 4-chinolinolu v rozmezí 
koncentrací 0,03-0,5 mM. 
 
5.9 Statistické zpracování dat 
 
Všechny výsledky byly vyjádřeny jako aritmetický průměr a rozptyl dat jako 
standartní chyba průměru (SEM). Data pro jednotlivé analýzy pocházejí minimálně ze 
tří na sobě nezávislých experimentech. Výsledky byly statisticky zpracovány 
programem  GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, CA, USA). Pro porovnání 
významnosti rozdílu mezi experimentálními skupinami byl použit statistický test 
OneWay ANOVA a následně Student-Newman-Keuls test. Rozdíly mezi příslušnými 
skupinami byly považovány za statistický významné, pokud p-hodnota byla menší než 












6 Výsledky  
 
6.1 Cíl 1: Sledování vlivu protektivní kontinuální a neprotektivní 
intermitentní normobarické hypoxie na β-adrenergní signalizaci v RV 
a LV myokardu potkana 
 
6.1.1 Hmotnostní parametry 
 
Hmotnosti těla a srdce potkanů kmene Wistar adaptovaných po dobu 3 týdnů na 
oba modely chronické hypoxie a potkanů chovaných v normoxických podmínkách jsou 
shrnuté v tabulce č. 2. Většina hmotnostních parametrů u zvířat vystavených chronické 
hypoxii byla ve srovnání s normoxickou skupinou poněkud změněna. Oba modely 
chronické hypoxie vedly k signifikantnímu poklesu tělesné hmotnosti (CNH o 15%, 
INH o 14%), což bylo na druhou stranu doprovázeno zvýšením hmotnosti srdce a to v 
důsledku nárůstu hmotnosti RV, která hypertrofovala. Hmotnost RV se u obou 
adaptovaných skupin zvýšila přibližně o 80% a podíl RV/BW se oproti kontrolní 
skupině zvířat zdvojnásobil. 
 
 
  Skupina  
 N (n = 10) CNH (n = 10) INH (n = 10) 
Hmotnost těla (g) 359,9 ± 8,3 305,3 ± 7,7 * 309,9 ± 6,9 * 
Hmotnost srdce (mg) 836,4 ± 20,9 936,4 ± 43,3 * 971,8 ± 56,5 * 
Hmotnost RV (mg) 185,0 ± 5,9 314.4 ± 15,5 * 343,4 ± 27,6 * 
Hmotnost LV (mg) 452,9 ± 15,1 442.5 ± 22,4 441,7 ± 26,2 
RV/BW (x10-3) 0,52 ± 0,01 1,03 ± 0,04 * 1,10 ± 0,07 * 
LV/BW (x10-3) 1,26 ± 0,04 1,44 ± 0,05  1,43 ± 0,08  
 
Tabulka č. 2: Hmotnostní parametry normoxických potkanů a potkanů adaptovaných na 
CNH a INH. Hodnoty jsou vyjádřeny jako aritmetický průměr ± SEM; počet zvířat v experimentální 
skupině (n = 10); N – normoxie; CNH – kontinuální normobarická hypoxie; INH – intermitentní 
normobarická hypoxie; RV – pravá komora; LV – levá komora; BW – hmotnost těla; RV/BW – relativní 
hmotnost pravé komory; LV/BW – relativní hmotnost levé komory; * statisticky významný rozdíl mezi 




6.1.2 Vliv CHN a INH na β-adrenergní receptory 
 
6.1.2.1 Charakterizace β-adrenergních receptorů 
 
Pomocí saturačních vazebných studií byl stanoven celkový počet (BMAX) a 
disociační konstanta (KD) β-ARs v RV a LV (obrázek č. 4). Naše výsledky ukázaly, že 
ani jeden model chronické hypoxie neměl vliv na tyto parametry v LV (tabulka č. 3).  
Na druhou stranu jak CNH tak INH snížila počet β-ARs v RV, a to o 26%, respektive o 
28%, ve srovnání s kontrolní skupinou. Podobné hodnoty KD, které byly pozorovány 
pro vazbu [3H]CGP12177 v normoxických i v obou hypoxických skupinách ukázaly, že 
adaptace na hypoxii nemá vliv na vazebnou afinitu β-ΑRs.  
Pro posouzení distribuce jednotlivých podtypů β-ARs a afinity ICI 118,551 
k β-ARs byly použity kompetiční vazebné studie (obrázek č. 5). Jak můžeme vidět 
v tabulce č. 4, poměr jednotlivých podtypů β-ARs se po adaptaci na CNH a INH v LV 
významně nezměnil. Dále se ukázalo, že u inhibiční konstanty vyjadřující afinitu 
ICI 118,551 k β1-ARs v LV došlo u obou hypoxických modelů k poklesu. Na rozdíl od 
LV, podíl β2-ARs v RV byl zvýšen u obou adaptovaných skupin ve srovnání s kontrolní 
skupinou, ale toto zvýšení bylo statisticky významné pouze u modelu CNH. Afinita 
ICI 118,551 k β-ARs se v RV nezměnila ani u jednoho hypoxického modelu. 
 
 
  Skupina  
 N CNH INH 
RV    
BMAX (fmol/mg) 29,47 ± 1,24 21,68 ± 1,45 * 21,17 ± 0,65 * 
KD (nM) 0,30 ± 0,01 0,35 ± 0,03 0,30 ± 0,02 
LV    
BMAX (fmol/mg) 24,64 ± 0,73 25,62 ± 0,54 25.78 ±1.00 
KD (nM) 0,41 ± 0,03 0,38 ± 0,05 0,37 ± 0,06 
 
Tabulka č. 3: Hodnoty BMAX a KD β-ARs v RV a LV u normoxických potkanů a potkanů 
adaptovaných na CNH a INH. Hodnoty jsou vyjádřeny jako aritmetický průměr (± SEM) ze tří 
nezávislých pokusů provedených v triplikátech; N – normoxie; CNH – kontinuální normobarická 
hypoxie; INH – intermitentní normobarická hypoxie; RV – pravá komora; LV – levá komora; 
BMAX - celkový počet β-adrenergních receptorů; KD – rovnovážná disociační konstanta; * statisticky 















Obrázek č. 4: Saturační křivky [3H]CGP 12177 
Charakterizace β-adrenergních receptorů v pravé (A) a levé (B) komoře myokardu potkanů adaptovaných 
na CNH (prázdné čtverce) nebo INH (plné trojúhelníky) a v normoxické skupině potkanů (prázdná 
kolečka). Saturační studie představují specifickou vazbu [3H]CGP 12177 k β-adrenergním receptorům 
hrubých membrán izolovaných z komor zkoumaných potkanů v závislosti na jeho rostoucí koncentraci. 
Koncentrace [3H]CGP 12177 byla použitá v rozpětí 0,06 - 4 nM. Zobrazeny jsou reprezentativní 
[3H]CGP 12177 saturační křivky jednotlivých skupin.; N – normoxie; CNH – kontinuální normobarická 




  Skupina  
 N CNH INH 
RV    
β2 (%) 32,30 ± 1,41 40,43 ± 0,29 * 37,80 ± 3,08 
Kiβ2 (nM) 2,24 ± 0,67 2,11 ± 0,73 1,95 ± 0,56 
Kiβ1 (µM) 0,51 ± 0,06 0,68 ± 0,10 0,52 ± 0,17 
LV    
β2 (%) 34,93 ± 2,13 29,67 ± 1,56 30,33 ± 1,59 
Kiβ2 (nM) 3,58 ± 0,71 2,04 ± 0,52 2,19 ± 0,53 
Kiβ1 (µM) 1,26 ± 0,21 0,62 ± 0,07 * 0,56 ± 0,02* 
 
Tabulka č. 4: Distribuce jednotlivých podtypů β-ARs a hodnoty Ki v RV a LV u 
normoxických potkanů a potkanů adaptovaných na CNH a INH.  
Hodnoty jsou vyjádřeny jako aritmetický průměr (± SEM) ze tří nezávislých pokusů provedených 
v triplikátech; N – normoxie; CNH - kontinuální normobarická hypoxie; INH – intermitentní 
normobarická hypoxie; RV – pravá komora; LV – levá komora; β2 (%) – procento β2-ARs ze všech 
myokardiálních β-ARs; Ki - inhibiční konstanta vyjadřující afinitu ICI 118,551 k β-adrenergním 















Obrázek č. 5: Kompetiční křivky s využitím kompetitoru ICI 118,551 
Charakterizace β-adrenergních receptorů v pravé (A) a levé (B) komoře myokardu potkanů adaptovaných 
na CNH (prázdné čtverce) nebo INH (plné trojúhelníky) a v normoxické skupině potkanů (prázdná 
kolečka). Kompetiční studie představují změny v množství vázaného radioligandu [3H]CGP 12177 
k β-adrenergním receptorům hrubých membrán izolovaných z komor zkoumaných potkanů v závislosti na 
přítomnosti měnící se koncentrace kompetitoru ICI 118,551. Koncentrace [3H]CGP 12177 byla 1 nM a 
koncentrace ICI 118,551 se pohybovala v rozpětí od 10-4 M do 10-10 M. Jednotlivé body představují 
aritmetický průměr (± SEM) ze tří nezávislých pokusů provedených v triplikátech.; N – normoxie; 




















6.1.2.2 Distribuce β-ARs na úrovni mRNA 
 
Výsledky z Real-time PCR analýzy odhalily významný pokles (přibližně o 20%) 
v hladinách trankriptů β1-ARs v hrubých membránách izolovaných z RV myokardu 
potkanů adaptovaných na oba modely chronické hypoxie. Podobný pokles byl sledován 




Obrázek č. 6: Vliv CNH a INH na distribuci β-ARs na úrovni mRNA.  
Stanovení hladiny β1- a β2-adrenergních receptorů na úrovni mRNA v RV (A) a LV (B) myokardu 
potkanů adaptovaných na CNH (plné sloupce) nebo INH (šrafované sloupce) a v normoxické skupině 
potkanů (prázdné sloupce). Hladiny mRNA  β1- a β2-adrenergních receptorů byly normalizovány na 
hladinu referenčního genu hypoxanthin fosforibosyltransferázy  (HPRT). Hodnoty jsou vyjádřeny jako 
aritmetický průměr ± SEM.; N – normoxie; CNH - kontinuální normobarická hypoxie; 
INH - intermitentní normobarická hypoxie; RV – pravá komora; LV – levá komora; * statisticky 





6.1.3 Vliv CNH a INH na expresi G-proteinů a adenylátcyklázy 
 
Pro posouzení možného vlivu CNH a INH na myokardiální AC signalizaci jsme 
se rozhodli nejprve zaměřit na distribuci stimulačních G-proteinů (Gs) a dominantních 
izoforem srdeční adenylátcyklázy (AC 5 a 6) v hrubých membránách izolovaných z 
pravých a levých komor. Naše výsledky odhalily významný pokles (okolo 40-50%) v 
expresi Gsα proteinu v RV myokardu potkanů adaptovaných na oba modely hypoxie 
(obrázek č. 7 a 8). U ostatních zkoumaných proteinů se ukázalo, že expozice na 
















Obrázek č. 7: Vliv CNH a INH na expresi Gsα, Gβ a AC 5/6.  
Stanovení exprese vybraných podjednotek G-proteinů a adenylátcyklázy v pravé (RV) a levé (LV) 
komoře myokardu potkanů adaptovaných na CNH nebo INH a v normoxické skupině potkanů. Proteiny 
ve vzorcích byly rozděleny pomoci SDS-PAGE, přeneseny na nitrocelulozovou membránu a označeny 
specifickými protilátkami proti Gsα a Gβ podjednotce G-proteinů a adenylátcykláze 5/6 (AC5/6). 
Zobrazeny jsou reprezentativní obrázky Western blotů. Relativního množství Gsα, Gβ a AC 5/6 bylo 
vyhodnoceno programem ImageQuant a normalizováno na referenční protein β-actin; N - normoxie; 




















Obrázek č. 8: Vliv CNH a INH na expresi Gsα, Gβ a AC 5/6.  
Stanovení exprese vybraných podjednotek G-proteinů a adenylátcyklázy v pravé (RV) a levé (LV) 
komoře myokardu potkanů adaptovaných na CNH (plné sloupce) nebo INH (šrafované sloupce) a v 
normoxické skupině potkanů (prázdné sloupce). Proteiny ve vzorcích byly rozděleny pomoci 
SDS-PAGE, přeneseny na nitrocelulozovou membránu a označeny specifickými protilátkami proti Gsα a 
Gβ podjednotce G-proteinů a adenylátcykláze 5/6 (AC5/6). Relativního množství Gsα, Gβ a AC 5/6 bylo 
vyhodnoceno programem ImageQuant a normalizováno na referenční protein β-actin. Sloupce zobrazují 
normalizované integrované hodnoty optické hustoty a představují průměr (± SEM) ze tří nezávislých 
pokusů.; N – normoxie; CNH - kontinuální normobarická hypoxie; INH - intermitentní normobarická 
hypoxie; * statisticky významný rozdíl mezi daným hypoxickým modelem a kontrolou (p < 0,05) 
 
6.1.4 Vliv CNH a INH na aktivitu adenylátcyklázy 
 
Ačkoliv se bazální aktivita AC mezi jednotlivými vzorky nijak významně 
nelišila, ukázalo se, že chronická hypoxie zřejmě ovlivnila schopnost Gs proteinu 
regulovat enzymovou aktivitu AC (obrázek č. 9). Zatímco adaptace potkanů na oba 
modely hypoxie vedla ke snížení AC aktivity stimulované prostřednictvím GTPγS v RV 
o přibližně 25% ve srovnání s normoxickou skupinou, v LV měla CNH i INH opačný 
vliv na aktivitu modulovanou stejným stimulátorem (nárůst okolo 20%). Podobné 
zvýšení aktivity AC v LV bylo pozorováno po stimulaci zprostředkované NaF. 
Forskolin, jakožto aktivátor AC i Gs proteinu, neměl na enzymovou aktivitu AC v RV 
významný vliv, na druhou stranu v LV jí zvýšil u hypoxických potkanů přibližně o 30% 































Obrázek č. 9: Vliv CNH a INH na aktivitu AC.  
Stanovení aktivity myokardiální AC v pravé (A) a levé (B) komoře myokardu potkanů adaptovaných na 
CNH (plné sloupce) nebo INH (šrafované sloupce) a v normoxické skupině potkanů (prázdné sloupce) za 
použití následujících stimulátorů: isoprenalinu (ISO), forskolinu (FSK), GTPγS, MnCl2 and NaF. Data 
jsou vyjádřená jako procenta odpovídající bazální aktivitě AC (100%). Bazální aktivita (9.98 ± 0.90 pmol 
cAMP/mg/min v RV a 9.90 ± 1.05 pmol cAMP/mg/min v LV) nebyla ovlivněna adaptaci na hypoxii. 
Hodnoty jsou vyjádřeny jako aritmetický průměr (± SEM) z pěti nezávislých pokusů provedených 
v duplikátu.; N – normoxie; CNH - kontinuální normobarická hypoxie; INH - intermitentní normobarická 
hypoxie; RV – pravá komora; LV – levá komora; * statisticky významný rozdíl mezi daným hypoxickým 
modelem a kontrolou (p < 0,05) 
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6.2 Cíl 2: Sledování vlivu CNH na β-adrenergní signalizaci, 
monoaminooxidázu A a vybrané komponenty antioxidačního systému 
v LV myokardu SHR a SHR-mtBN potkanů 
 
6.2.1 Hmotnostní parametry 
 
Hmotnosti těla a srdce SHR a SHR-mtBN potkanů adaptovaných po dobu 
3 týdnů na CNH (SHR/H, SHR-mtBN/H) a odpovídajících normoxických skupin jsou 
shrnuté v tabulce č. 5. Normoxické SHR a SHR-mtBN skupiny se kromě relativní 
hmotnosti LV, která byla vyšší u konplastického kmene (o 5,3%), nelišily v žádném 
jiném hmotnostním parametru. Adaptace potkanů na CNH vedla ke zpomalení růstu těla 
a k výrazné hypertrofii RV u obou kmenů ve srovnání s příslušnými normoxickými 
skupinami. Také mezi hypoxickými skupiny byl odhalen rozdíl v hmotnosti RV, která 
byla u konplastického kmeny nižší, což se projevilo také v poklesu relativní hmotnosti 
RV o 12,1% ve srovnání s SHR/H (Neckář et al., 2017). 
 
 
  Skupina  
 SHR SHR/H SHR-mtBN SHR-mtBN/H 
Hmotnost těla (g) 314 ± 5 267 ± 6 + 300 ± 4 269 ± 8 # 
Hmotnost RV (mg) 189 ± 5 374 ± 11 + 180 ± 3 331 ±17 #§ 
Hmotnost LV (mg) 596 ± 7 592 ± 15 607 ± 15 621 ± 17 
Hmotnost S (mg) 236 ± 4 215 ± 5 229 ± 6 220 ± 7 
RV/BW (x10-3) 0,60 ± 0,01 1,40 ± 0,01 + 0,60 ± 0,01 1,23 ± 0,01 #§ 
(LV+S)/BW (x10-3) 2,65 ± 0,02 3,02 ± 0,04 + 2,79 ± 0,06 * 3,13 ± 0,03 # 
HW/BW (x10-3) 3,25 ± 0,03 4,42 ± 0,04 + 3,39 ± 0,06 4,37 ± 0,06 # 
 
Tabulka č 5: Hmotnostní parametry SHR a SHR-mtBN potkanů chovaných 
v normoxických podmínkách a adaptovaných na CNH (SHR/H, SHR-mtBN/H).  
Hodnoty jsou vyjádřeny jako aritmetický průměr ± SEM; RV – pravá komora; LV – levá komora; 
S - septum; BW – hmotnost těla; RV/BW – relativní hmotnost pravé komory; (LV+S)/BW - relativní 
hmotnost levé komory; HW/BW – relativní hmotnost srdce; * p < 0,05 SHR vs. SHR-mtBN;  






6.2.2 Charakterizace β-adrenergních receptorů 
 
Celkový počet β-ARs (BMAX) a jejich disociační konstanty (KD) byly v 
myokardiálních membránách LV stanoveny saturačními vazebnými studiemi 
(obrázek č. 10; A). Ukázalo se, že u konplastického kmene došlo k nárůstu BMAX 
(přibližně o 15%) v porovnání s SHR kmenem, ale tento rozdíl nebyl statisticky 
významný. Počet β-ARs byl ovlivněn také adaptaci potkanů na chronickou hypoxii. 
Zatímco CNH vyvolala signifikantní nárůst BMAX (o 16%) u SHR/H, u konplatického 
SHR-mtBN/H kmene vedla k výraznému poklesu (o 26%) (tabulka č. 6). KD se mezi 
kmeny nelišily a jejich hodnoty nebyly ovlivněny ani adaptaci na hypoxii. 
Ke stanovení distribuce jednotlivých podtypů β-ARs v LV byly použity 
kompetiční vazebné studie (obrázek č. 10; B). Jak můžeme vidět v tabulce č. 7, podíl 
β2-ARs byl u konplatického SHR-mtBN kmene signifikantně zvýšen (o 37%) v 
porovnání s SHR kmenem. Adaptace na hypoxii zvýšila podíl β2-ARs u SHR/H o 30%, 
ale neměla vliv na distribuci podtypů β-ARs u konplastického SHR-mtBN/H kmene. 
 
 
  Skupina  
 SHR SHR/H SHR-mtBN SHR-mtBN/H 
BMAX (fmol/mg) 21,71 ± 0.88  25,20 ± 0,38 +  24,87 ± 0.73  18,37 ± 0.46 #§ 
KD (nM) 0,49 ± 0.10 0,58 ± 0.07 0,51 ± 0.03 0,32 ± 0.01  
 
Tabulka č. 6: Hodnoty BMAX a KD β-ARs v LV u SHR a SHR-mtBN potkanů chovaných 
v normoxických podmínkách a adaptovaných na CNH (SHR/H, SHR-mtBN/H).   
Hodnoty jsou vyjádřeny jako aritmetický průměr (± SEM) ze tří nezávislých pokusů provedených 
v triplikátech; BMAX – celkový počet β-adrenergních receptorů; KD – rovnovážná disociační konstanta; 
























Obrázek č. 10: Vazebné studie β-AR v LV u SHR a SHR-mtBN potkanů chovaných 
v normoxických podmínkách a adaptovaných na CNH (SHR/H, SHR-mtBN/H).   
Charakterizace β-ARs v LV u SHR (plné trojúhelníky), SHR/H (prázdné čtverce), SHR-mtBN (plné 
kosočtverce) a SHR-mtBN/H (prázdná kolečka) potkanů prostřednictvím vazebných studii. Zobrazené 
jsou [3H]CGP 12177 saturační křivky (A) a kompetiční křivky (B), které byly získány za použití β2-ARs 
antagonisty ICI 188,551, jehož koncentrace se pohybovala v rozpětí od 10-4 M do 10-10 M. Koncentrace 
[3H]CGP 12177 v saturačních studiích byla použitá v rozpětí 0,06 - 4 nM, zatímco pro kompetiční studie 
byla použitá koncentrace 1 nM. Jednotlivé body představují aritmetický průměr (± SEM) ze tří 




  Skupina  
 SHR SHR/H SHR-mtBN SHR-mtBN/H 
β2 (%) 24,03 ± 0.30 31,12 ± 1.42 + 32,97 ± 2.01* 31,15 ± 0.42 
Kiβ2 (nM) 0,80 ± 0.53 1,43 ± 0.17 4,80 ± 1.25 0,75 ± 0.21 
Kiβ1 (µM) 0,73 ± 0.06 0,77 ± 0.25 0,70 ± 0.07 0,31 ± 0.03 
 
Tabulka č. 7: Distribuce jednotlivých podtypů β-ARs a hodnoty Ki v LV u SHR a 
SHR-mtBN potkanů chovaných v normoxických podmínkách a adaptovaných na CNH 
(SHR/H, SHR-mtBN/H). Hodnoty jsou vyjádřeny jako aritmetický průměr (± SEM) ze tří nezávislých 
pokusů provedených v triplikátech; β2 (%) – procento β2-ARs ze všech myokardiálních β-ARs; 
Ki - inhibiční konstanta vyjadřující afinitu ICI 118,551 k β-adrenergním receptorům; 






6.2.3 Aktivita adenylátcyklázy 
 
Výsledky experimentů, ve kterých byla aktivita AC stanovována za různých 
experimentálních podmínek, jsou shrnuté na obrázku č. 11. Kromě stanovení bazální 
aktivity AC, byla aktivita enzymu modulována různými stimulátory. Bazální aktivita se 
mezi kmeny nijak významně nelišila a ani adaptace na CNH neměla vliv na její 
hodnotu. Na druhou stranu aktivita AC byla různě ovlivněna stimulátory. Zatímco mezi 
SHR a SHR-mtBN nebyl zjištěn signifikantní rozdíl v aktivaci AC prostřednictvím 
forskolinu či MnCl2, aktivita stimulovaná isoprenalinem a NaF byla výrazně vyšší u 
SHR-mtBN (přibližně o 35%). Také adaptace potkanů na hypoxii ovlivnila stimulátory 
modulovanou aktivitu AC. Zatímco u SHR/H kmene CNH zvýšila AC aktivitu 
stimulovanou forskolinem a NaF přibližně o 30%, u konplastického SHR-mtBN/H 
kmene neměla na forskolinem stimulovanou aktivitu AC vliv a snížila o 17% aktivitu 
stimulovanou NaF, ve srovnání s odpovídajícími normoxickými skupinami. Stimulační 
účinek forskolinu a NaF byl u SHR-mtBN/H nižší o 10%, respektive 14%, ve srovnání s 
SHR/H kmenem. Hypoxie neměla vliv na schopnost isoprenalinu stimulovat aktivitu 
AC u SHR/H, ale snížila jeho stimulační účinek o 13% u SHR-mtBN/H. 
 
 
Obrázek č. 11: Aktivita adenylátcyklázy.  
Stanovení aktivity AC v LV u SHR (prázdné sloupce), SHR/H (plné sloupce), SHR-mtBN (tečkované 
sloupce) a SHR-mtBN/H (šrafované sloupce) za použití následujících stimulátorů: isoprenalinu (ISO), 
forskolinu (FSK), MnCl2 a NaF. Data jsou vyjádřená jako procenta odpovídající bazální aktivitě AC 
(100%). Hodnoty bazálních aktivit se mezi jednotlivými skupinami významně nelišily a pohybovaly se v 
rozmezí 7,9 – 9,2 pmol cAMP/mg/min ve všech měřeních. Hodnoty jsou vyjádřeny jako aritmetický 
průměr (±SEM) z pěti nezávislých pokusů provedených v triplikátech.; * p < 0,05 SHR vs. SHR-mtBN, 
+ p < 0,05 SHR vs. SHR/H; # p < 0,05 SHR-mtBN vs. SHR-mtBN/H; § p < 0,05 SHR/H vs. SHR-mtBN/H 
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6.2.4 Genová exprese a aktivita monoaminooxidázy A 
 
V myokardiálních membránách LV izolovaných z normoxických a hypoxických 
SHR a SHR-mtBN potkanů byla dále stanovena genová exprese a enzymová aktivita 
MAO-A. Hladina mRNA MAO-A byla signifikantně nižší (o 30%) u konplatického 
SHR-mtBN kmene ve srovnání s SHR kmenem (obrázek č. 12; A). Adaptace na CNH 
vedla k výraznému nárůstu hladiny mRNA v obou kmenech (o 97% u SHR/H a o 132% 
u SHR-mtBN/H). Stejný trend byl pozorován na úrovni proteinů a v aktivitě MAO-A. 
Exprese proteinu MAO-A byla u SHR-mtBN kmene nižší o 28% než u SHR kmene a 
CNH zvýšila množství tohoto proteinu o 66% u SHR/H a o 92% u SHR-mtBN/H 
(obrázek č. 12; B). Enzymová aktivity MAO-A u SHR-mtBN byla nižší o 21% ve 
srovnání s SHR a hypoxie vedla k jejímu nárůstu o 33% u SHR/H a o 22% u 













Obrázek č. 12: Stanovení genové exprese monoaminooxidázy A. 
 Hladiny mRNA a proteinu MAO-A v LV u SHR a SHR-mtBN potkanů chovaných v normoxických 
(prázdné sloupce) a hypoxických (šrafované sloupce) podmínkách byly stanoveny prostřednictvím 
RT-PCR a Western blotu. Množství MAO-A mRNA bylo normalizováno na hladinu referenčního genu 
ribosomální podjednotky 18S (A). Hladiny 18S nebyly ovlivněny adaptaci na CNH. Reprezentativní 
obrázky Western blotů jsou zobrazeny pod příslušným grafem zobrazujícím relativní hladiny MAO-A 
proteinu (B). Relativní množství proteinu MAO-A bylo vyhodnoceno programem ImageQuant a 
normalizováno na referenční protein β-actin. Hodnoty jsou vyjádřeny jako aritmetický průměr (± SEM) 
nejméně ze tří nezávislých pokusů.; * p < 0,05 SHR vs. SHR-mtBN, + p < 0,05 SHR vs. SHR/H; # p < 0,05 
SHR-mtBN vs. SHR-mtBN/H; § p < 0,05 SHR/H vs. SHR-mtBN/H 
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Obrázek č 13: Stanovení aktivity monoaminooxidázy A. 
 Enzymová aktivita MAO-A v LV u SHR a SHR-mtBN potkanů chovaných v normoxických (prázdné 
sloupce) a hypoxických (šrafované sloupce) podmínkách byla stanovena spektrofotometricky za použití 
kynuraminu jako substrátu. Hodnoty jsou vyjádřeny jako aritmetický průměr (± SEM) nejméně ze tří 
nezávislých pokusů.; * p < 0,05 SHR vs. SHR-mtBN, + p < 0,05 SHR vs. SHR/H; # p < 0,05 SHR-mtBN 
vs. SHR-mtBN/H; § p < 0,05 SHR/H vs. SHR-mtBN/H 
   
6.2.5 Antioxidační obranný systém 
 
V další sérii pokusů jsme zjišťovali, zda má adaptace na CNH vliv na expresi 
vybraných antioxidačních enzymů v LV u obou kmenů. Naše výsledky ukázaly, že 
CNH neměla vliv na hladinu mRNA katalázy (CAT) u SHR/H kmene, ale výrazně 
zvýšila (o 51%) množství tohoto transkriptu u SHR-mtBN/H (obrázek č. 14; panel A). 
Exprese CAT na úrovni proteinu byla zvýšená o 105% u SHR/H a o 68% u 
SHR-mtBN/H (obrázek č. 14; panel B). Adaptace na hypoxii zvýšila mRNA hladinu 
aldehyddehydrogenázy-2 (ALDH-2) u obou kmenů o přibližně 40 - 50% (obrázek č. 14, 
panel A). Exprese ALDH-2 na úrovni proteinu byla zvýšená o 25% u SHR/H a o 32% u 
SHR-mtBN/H ve srovnání s odpovídajícími normoxickými skupinami (obrázek č. 14; 
panel B). 
Na rozdíl od CAT a ALDH-2, hladina mRNA a proteinu u superoxiddismutáz 
(SODs) byla snížená (Cu/ZnSOD) nebo zůstala nezměněná (MnSOD) po adaptaci na 
CNH (obrázek č. 15). Hladina mRNA cytosolické Cu/ZnSOD byla snížená o 12% u 
SHR/H a o 16% u SHR-mtBN/H, ale změna na úrovni proteinu se ukázala pouze u 




























Obrázek č. 14: Vliv CNH na hladinu katalázy a aldehyddehydrogenázy-2.  
Hladiny mRNA a proteinů katalázy a ALDH-2 v LV u SHR a SHR-mtBN potkanů chovaných v 
normoxických (prázdné sloupce) a hypoxických (šrafované sloupce) podmínkách byly stanoveny 
prostřednictvím RT-PCR a Western blotu. Množství mRNA bylo normalizováno na hladinu referenčního 
genu ribosomální podjednotky 18S (panel A). Hladiny 18S nebyly ovlivněny adaptaci na CNH. 
Reprezentativní obrázky Western blotů jsou zobrazeny pod příslušnými grafy zobrazujícími relativní 
hladiny proteinů (panel B). Relativní množství obou zmíněných proteinů bylo vyhodnoceno programem 
ImageQuant a normalizováno na referenční protein β-actin. Hodnoty jsou vyjádřeny jako aritmetický 
průměr (± SEM) nejméně ze tří nezávislých pokusů.; + p < 0,05 SHR vs. SHR/H; # p < 0,05 SHR-mtBN 
vs. SHR-mtBN/H; § p < 0,05 SHR/H vs. SHR-mtBN/H 
 
 
60 kDa ~ Catalase 
β-Actin 40 kDa ~ 
50 kDa ~ ALDH-2 

































Obrázek č 15: Vliv CNH na hladinu cytosolické (Cu/ZnSOD) a mitochondriální (MnSOD) 
superoxiddismutázy. Hladiny mRNA a proteinů Cu/ZnSOD a MnSOD v LV u SHR a SHR-mtBN 
potkanů chovaných v normoxických (prázdné sloupce) a hypoxických (šrafované sloupce) podmínkách 
byly stanoveny prostřednictvím RT-PCR a Western blotu. Množství mRNA bylo normalizováno na 
hladinu referenčního genu ribosomální podjednotky 18S (panel A). Hladiny 18S nebyly ovlivněny 
adaptaci na CNH. Reprezentativní obrázky Western blotů jsou zobrazeny pod příslušnými grafy 
zobrazujícími relativní hladiny proteinů (panel B). Relativní množství obou zmíněných proteinů bylo 
vyhodnoceno programem ImageQuant a normalizováno na referenční protein β-actin. Hodnoty jsou 
vyjádřeny jako aritmetický průměr (± SEM) nejméně z pěti nezávislých pokusů.; + p < 0,05 SHR vs. 
SHR/H; # p < 0,05 SHR-mtBN vs. SHR-mtBN/H  
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6.3 Cíl 3: Sledování vlivu chronické intermitentní hypobarické hypoxie 
na β-adrenergní signalizaci v LV myokardu potkana 
 
6.3.1 Hmotnostní parametry  
 
Podobně jako v předchozích dvou experimentech vedla adaptace potkanů kmene 
Wistar na chronickou hypoxii k signifikantnímu poklesu tělesné hmotnosti (o 10 %) v 
porovnání s normoxickou skupinou (tabulka č. 8). Hmotnost srdce u hypoxických zvířat 
byla v důsledku hypertrofie obou komor zvýšená. Relativní hmotnost RV (RV/BW) u 





 N IHH  
Hmotnost těla (g) 388 ± 4 351 ± 9 * 
Hmotnost srdce (mg) 919 ± 20 1048 ± 43 * 
HW/BW (x10-3) 2,37 ± 0,06 2,99 ± 0,12 * 
LV/BW (x10-3) 1,29 ± 0,03 1,58 ± 0,08 * 
RV/BW (x10-3) 0,49 ± 0,01 0,79 ± 0,03 * 
S/BW (x10-3) 3,55 ± 0,02 3,74 ± 0,03 
 
Tabulka č. 8: Hmotnostní parametry normoxických potkanů a potkanů adaptovaných na 
IHH. Hodnoty jsou vyjádřeny jako aritmetický průměr ± SEM; HW – hmotnost srdce; RV – pravá 
komora; LV – levá komora; S – septum; BW – hmotnost těla; HW/BW – relativní hmotnost srdce; 
LV/BW – relativní hmotnost levé komory; RV/BW – relativní hmotnost pravé komory; S/BW – relativní 
hmotnost septa; N – normoxie; IHH – intermitentní hypobarická hypoxie; * statisticky významný rozdíl 










6.3.2 Vliv IHH na β-adrenergní receptory 
 
β-ARs v myokardiálních hrubých membránách LV byly charakterizovány 
saturačními a kompetičními vazebnými studiemi (obrázek č. 16). Ukázalo se, že 
adaptace potkanů na IHH neměla vliv na celkový počet β-ARs (BMAX) a ani na 
disociační konstantu (KD) těchto receptorů (tabulka č. 9). Na druhou stranu IHH 
výrazně změnila poměr β-ARs podtypů. Podíl β2-ARs vzrostl z 29% na 39%, což 
odpovídá nárůstu β2-ARs o 35% a poklesu β1-ARs o 14 % u hypoxické skupiny 













Obrázek č. 16: Vliv IHH na β-adrenergní receptory.  
Charakterizace β-ARs v hrubých membránách LV izolovaných z potkanů chovaných v normoxických 
(prázdná kolečka) a hypoxických (plné čtverce) podmínkách. Zobrazeny jsou [3H]CGP 12177 saturační 
křivky (A) a kompetiční křivky (B), které byly získány za použití β2-ARs antagonisty ICI 188,551. 
Jednotlivé body představují aritmetický průměr (± SEM) ze čtyř nezávislých pokusů provedených 













 N IHH  
BMAX (fmol/mg) 17,23 ± 0,81 19,47 ± 0,70 
KD (nM) 0,62 ± 0,07 0,68 ± 0,09  
 
Tabulka č. 9: Hodnoty BMAX a KD β-ARs v LV u normoxických potkanů a potkanů 
adaptovaných na IHH. Hodnoty jsou vyjádřeny jako aritmetický průměr (± SEM) ze čtyř nezávislých 
pokusů provedených v triplikátech; BMAX – celkový počet β-adrenergních receptorů; KD – rovnovážná 







 N IHH  
β2 (%) 28,86 ± 2,55 39,02 ± 1,42 * 
Kiβ2 (nM) 2,16 ± 0,67 2,03 ± 0,51  
Kiβ1 (µM) 0,75 ± 0,14 1,03 ± 0,16  
 
Tabulka č. 10: Distribuce jednotlivých podtypů β-ARs a hodnoty Ki v LV u normoxických 
potkanů a potkanů adaptovaných na IHH. Hodnoty jsou vyjádřeny jako aritmetický 
průměr (± SEM) ze čtyř nezávislých pokusů provedených v triplikátech; β2 (%) – procento β2-ARs ze 
všech myokardiálních β-ARs; Ki - inhibiční konstanta vyjadřující afinitu ICI 118,551 k β-adrenergním 
receptorům; N – normoxie; IHH - intermitentní hypobarická hypoxie; * statisticky významný rozdíl IHH 















6.3.3 Vliv IHH na expresi inhibičních G-proteinů a adenylátcyklázy 
 
Western blot analýzy inhibičních G-proteinů (Gi) a dominantních 
myokardiálních isoforem AC5 a AC6 odhalily signifikantní účinek IHH na expresi 
těchto hlavních složek β-adrenergní signalizace (obrázek č. 17). Zatímco adaptace 
potkanů na IHH výrazně snížila expresi AC5 a to o 56 % ve srovnání s normoxickou 
skupinou, na expresi AC6 neměla vliv. Naopak hladiny Giα1,2 a Giα3 proteinů vlivem 





















Obrázek č. 17: Vliv IHH na expresi adenylátcyklázy a inhibičních G-proteinů. 
Stanovení exprese AC5, AC6, Giα1,2 a Giα3 v hrubých membránách LV u normoxických potkanů 
(prázdné sloupce) a potkanů adaptovaných na IHH (plné sloupce). Relativní množství jednotlivých 
proteinů je vyjádřeno jako procento z normoxických hodnot (100%) (A, B). Reprezentativní obrázky 
Western blotů jsou zobrazeny v panelu C. Hodnoty jsou vyjádřeny jako aritmetický průměr (± SEM) 
nejméně ze čtyř nezávislých pokusů.; N – normoxie; IHH - intermitentní hypobarická hypoxie; 




















7.1 Cíl 1: Sledování vlivu protektivní kontinuální a neprotektivní 
intermitentní normobarické hypoxie na β-adrenergní signalizaci v RV 
a LV myokardu potkana 
 
V minulosti již mnoho vědců testovalo různé režimy chronické hypoxie pro 
jejich kardiprotektivní účinky. Ukázalo se, že jak kontinuální, tak intermitentní hypoxie 
může vést ke zlepšení srdeční ischemické tolerance v závislosti na zvolených 
experimentálních podmínkách (Neckár et al., 2002b; Guo et al., 2009; Maslov et al., 
2013). O tom, zda adaptace na hypoxii bude mít protektivní účinek na myokard či ne, 
rozhoduje stupeň a délka trvání hypoxie, ale také počet a délka denních normoxických 
expozic. V roce 2013 Neckář a spol. prokázali, že krátká 1-hodinová epizoda 
reoxygenace během dne zrušila kardiprotektivní účinek vyvolaný adaptací na 
chronickou normobarickou hypoxii (Neckár et al., 2013). 
Jelikož neexistovaly žádné informace o možných odlišnostech mezi účinkem 
protektivního a neprotektivního modelu hypoxie na β-adrenergní signalizaci, hlavním 
cílem této studie proto bylo zkoumání případných rozdílů mezi vlivem protektivní 
kontinuální (CNH) a neprotektivní intermitentní (INH) normobarické hypoxie na 
myokardiální β-adrenergní signální systém, u kterého se předpokládá potencionální 
účast v průběhu navození kardioprotekce. Zajímala nás distribuce β-adrenergních 
receptorů (β-ARs), G-proteinů a adenylátcyklázy (AC), stejně jako funkční stav tohoto 
klíčového signálního systému. Dále jsme porovnávali rozdíly u této signální dráhy mezi 
pravou (RV) a levou komorou (LV) myokardu.  
První výsledky této studie ukázaly, že třítýdenní adaptace dospělých samců 
potkana kmene Wistar na různé režimy chronické normobarické hypoxie vedla k 
signifikantnímu zpomalení tělesného růstu v porovnání s normoxickou skupinou. Pokles 
tělesné hmotnosti u obou zvolených modelů hypoxie byl přibližně stejný (CNH o 15%; 
INH o 14%). Hmotnost srdce u hypoxických modelů na rozdíl od tělesné hmotnosti 
vzrostla a to v důsledku výrazné hypertrofie RV, což mělo za následek zdvojnásobení 
relativní hmotnosti RV oproti kontrolní skupině. Námi zaznamenané změny 
v hmotnostních parametrech se shodují s výsledky předchozích studií na podobných 




Podstatou této práce bylo charakterizovat β-adrenergní signalizaci v srdečních 
komorách zvířat adaptovaných na zvolené modely hypoxie. Ke stanovení distribuce 
samotných β-ARs v hrubých membránách izolovaných z RV a LV normoxických a 
hypoxických potkanů bylo využito saturačních a kompetičních vazebných studií. 
Saturační studie nám ukázali, že v případě LV neměla hypoxie vliv na celkové množství 
β-ARs u ani jedné skupiny adaptovaných zvířat, což odpovídá některým předchozím 
studiím (Winter et al., 1986; Germack et al., 2002; Hrbasová et al., 2003). Na druhou 
stranu ale existují studie, které naopak prokázaly pokles β-ARs v LV (Voelkel et al., 
1981; Kacimi et al., 1992; León-Velarde et al., 2001; Favret et al., 2001). Tento odlišný 
výsledek může být daný rozdílnými experimentálními podmínkami. V případě studií, u 
kterých byl pozorovaný snížený počet β-ARs v LV, byl oproti naším normobarickým 
modelům použitý model hypobarické hypoxie. Také poměr jednotlivých podtypů β-ARs 
se po adaptaci na CNH a INH v této komoře významně nezměnil. Jediná signifikantní 
změna v LV byla zaznamenána v afinitě ICI 118,551 k β1-ARs, kde u obou modelů 
hypoxie došlo oproti kontrole k poklesu, avšak tento rozdíl v afinitě není obecně nijak 
významný. 
 Na rozdíl od LV byl u RV v naší studii zaznamenán signifikantní pokles 
celkového počtu β-ARs u obou hypoxických skupin potkanů. Z výsledků kompetičních 
studií, které u CNH i IHN odhalily změnu poměru jednotlivých podtypů β-ARs ve 
prospěch β2-ARs, se zdá, že tento pokles lze přičíst úbytku β1-ARs. Je známo, že změny 
v celkovém počtu myokardiálních β-ARs úzce souvisí se změnami hladiny 
katecholaminů. Jejich zvýšená hladina mývá za následek redukci β1-ARs, zatímco 
hladina β2-ARs zůstává beze změny (Ungerer et al., 1993; Mardon et al., 1998; Lohse et 
al., 2003). Selektivní pokles β1-ARs je obvykle pozorován během srdeční hypertrofie. 
Převážná většina studií zaměřujících se na spojení srdeční hypertrofie se změnami v 
distribuci jednotlivých podtypů β-ARs byla ale provedena na LV (Galinier et al., 1992; 
Communal et al., 1998; Sethi et al., 2007). V případě hypertrofie RV byl sice taktéž 
zaznamenaný signifikantní pokles v celkovém množství β-ARs, ale změny na úrovni 
jednotlivých podtypů β-ARs nebyly v těchto studiích zjišťovány (Voelkel et al., 1981; 
Ishikawa et al., 1991; Yoshie et al., 1994; Favret et al., 2001). Existuje studie, která po 
adaptaci na hypobarickou hypoxii sledovala jak změny v celkovém množství β-ARs, tak 
v zastoupení jednotlivých podtypů, ale pravděpodobně z důvodu krátkodobé expozice v 
tomto případě nedošlo k hypertrofii RV. Tato studie u hypoxické skupiny prokázala 
pokles celkového počtu β-ARs v obou komorách, který byl způsoben selektivním 
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poklesem β1-ARs (Mardon et al., 1998). Naše výsledky tedy ukázaly, že expozice 
potkanů na kontinuální a intermitentní normobarickou hypoxii vyvolává 
v hypertrofované RV podobné změny v distribuci β-ARs podtypů, jako byly 
pozorovány u různých typů hypertrofie LV a ve studii Mardon a spol. 
Pozorovaný pokles hladiny β1-ARs na úrovni proteinů v RV u CNH a INH byl 
dále podpořen výsledky z Real-time PCR analýzy, která u obou hypoxických skupin 
odhalila signifikantní pokles β1-ARs rovněž na úrovni mRNA ve srovnání s 
normoxickou skupinou. Podobný výsledek byl také prokázán ve studii Piao a spol., kde 
byl ale oproti naší studii zjištěn pokles hladiny mRNA β1-ARs nejen v hypertrofované 
RV, ale také v LV (Piao et al., 2012). Naše výsledky dále ukázaly znatelný pokles 
mRNA β2-ARs v LV u potkanů adaptovaných na CNH, ale tento výsledek nebyl 
následován změnou exprese tohoto podtypu receptoru na úrovni proteinů.  
Naše další experimenty v této studii byly zaměřeny na zkoumání vlivu 
zvolených modelů normobarické hypoxie na distribuci Gs proteinů a dominantních 
myokardiálních izoforem AC 5 a 6 v hrubých membránách izolovaných z RV a LV. 
Adaptace na oba modely chronické hypoxie měla vliv pouze na distribuci Gsα proteinů 
v RV, ve které byl zaznamenán významný úbytek exprese těchto proteinů. Pozorovaný 
pokles Gsα proteinů v RV po adaptaci zvířat na oba modely normobarické hypoxie 
odpovídá výsledkům studie Guan a spol., ve které byla odhalena nižší exprese tohoto 
proteinu v RV po expozici potkanů na intermitentní hypobarickou hypoxii (Guan et al., 
2010). Hladina AC 5/6 se u hypoxických potkanů ve srovnání s normoxickou skupinou 
nijak významně nelišila ani v jedné komoře.  
Kromě exprese AC na úrovni proteinu jsme dále zkoumali aktivitu tohoto 
enzymu. Zajímala nás jak bazální aktivita AC, tak její enzymová aktivita modulována 
různými stimulátory. Naše studie odhalila zajímavé výsledky, které ukázaly, že 
působení jednotlivých stimulátorů mělo opačný účinek na aktivitu AC v hrubých 
membránách izolovaných ze vzorků RV a LV. Ačkoliv adaptace na CNH i INH mezi 
jednotlivými vzorky nezpůsobila žádné znatelné změny v bazální aktivitě AC, oba tyto 
hypoxické modely snížily enzymovou aktivitu stimulovanou Gs proteiny 
prostřednictvím GTPγS v RV a naopak zvýšily tuto aktivitu v LV. Snížení aktivity AC 
v RV může být alespoň částečně vysvětleno pozorovaným poklesem hladiny 
Gs proteinů po adaptaci na oba modely chronické hypoxie, což zároveň dobře odpovídá 
dříve pozorovaným změnám enzymové aktivity AC u vzorků hypertrofovaných srdcí 
(Böhm et al., 1997; Tse et al., 2000; Novotny et al., 2003). Některé předchozí studie 
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zkoumající účinek chronické hypoxie na signalizaci AC zaznamenaly podobné změny, 
tedy pokles aktivity tohoto systému, nejen v RV, ale také v LV. V případě těchto studií 
byl použit model hypobarické hypoxie a potlačení aktivity AC bylo pozorováno také po 
aplikaci jiných stimulátorů než jen GTPγS (Mardon et al., 1998; León-Velarde et al., 
2001; Hrbasová et al., 2003). Ve studii Hrbasova a spol. byla odhalena hypertrofie obou 
komor a rovněž ve studii León-Velarde a spol. došlo kromě hypertrofie RV k nárůstu 
hmotnosti LV ve srovnání s kontrolní skupinou (León-Velarde et al., 2001; Hrbasová et 
al., 2003). K hypertrofii LV obvykle dochází u modelu těžké či dlouhotrvající 
intermitentní hypoxie. V našich experimentech, kdy byl použit model mírné 
normobarické hypoxie, nebyly mezi zkoumanými skupinami ani v porovnání 
s normoxickou skupinou zjištěny žádné rozdíly v hmotnosti LV. Za těchto podmínek je 
celkem pravděpodobné, že se regulační dráhy mezi oběma komorami mohou lišit. 
Z tohoto důvodů může být opačný účinek jednotlivých stimulátorů na aktivitu AC v RV 
a LV potkanů adaptovaných na CNH a INH přičítán hypertrofii RV, která vede k 
narušení tohoto signálního systému. Na druhou stranu, pozorované zvýšení enzymové 
aktivity AC v LV po stimulaci prostřednictvím GTPγS a rovněž pomocí forskolinu a 
NaF u obou hypoxických modelů naznačuje efektivnější spojení mezi Gs proteiny a AC. 
Zdá se, že toto spojení by se mohlo nějakým způsobem podílet na vývoji 
kardioprotektivního fenotypu. Je zajímavé, že schopnost isoprenalinu, jakožto agonisty 
β-ARs, ke stimulaci AC byla v obou komorách jen mírně snížená. V RV může být tento 
pokles pravděpodobně vysvětlen snížením celkového počtu β-ARs. Zeslabená 
β-adrenergní signalizace se často objevuje u srdeční hypertrofie, stejně jako za jiných 
stresových podmínek (Böhm et al., 1997; Vatner et al., 1999; Nishizawa et al., 2004; 
Myslivecek et al., 2008). 
 
7.2 Cíl 2: Sledování vlivu CNH na β-adrenergní signalizaci, 
monoaminooxidázu A a vybrané komponenty antioxidačního systému 
v LV myokardu SHR a SHR-mtBN potkanů 
 
V této studii jsme se zaměřili na zkoumání vlivu substituce mitochondriálního 
genomu na β-adrenergní signalizaci a antioxidační systém u spontánně hypertenzních 
potkanů (SHR) za normoxických a hypoxických podmínek. SHR kmen je jedním z 
nejčastěji používaných zvířecích modelů v kardiovaskulárním výzkumu. Tento kmen 
má v dospělosti predispozici k rozvoji hypertenze a srdeční hypertrofie (Hajri et al., 
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2001). Srdce SHR potkanů vykazuje vyšší citlivost k ischemicko/reperfuznímu (I/R) 
poškození a náchylnost ke komorovým arytmiím ve srovnání s normotenzními potkany 
(Itter et al., 2004; Ravingerová et al., 2011; Penna et al., 2014).  
Pro naše experimenty byl zvolen konplastický kmen SHR-mtBN, který je 
charakterizovaný selektivní výměnou mitochondriálního genomu SHR kmene za 
mitochondriální genom kmene Brown Norway (BN), který je více rezistentní 
k ischemii. Pokusy byly prováděny souběžně na obou kmenech, SHR i SHR-mtBN, a 
jako model hypoxie byla zvolená kontinuální normobarická hypoxie (CNH). Studie 
Neckář a spol. v roce 2017 prokázala, že konplastický kmen SHR-mtBN vykazuje 
stejnou velikost infarktu myokardu způsobenou I/R poškozením jako původní SHR 
kmen. Ačkoliv se ukázalo, že adaptace na chronickou hypoxii zlepšila ischemickou 
toleranci myokardu u obou testovaných kmenů, její účinnost na snížení velikosti 
infarktu byla větší u konplastického SHR-mtBN kmene než u SHR, což korelovalo se 
sníženou citlivosti mitochondriálního póru přechodné propustnosti (mPTP) k jeho 
otevření prostřednictvím Ca2+ (Neckář et al., 2017).  
Rostoucí množství důkazů naznačuje, že mitochondriální DNA (mtDNA) je 
nezbytná pro buněčný fenotyp a tudíž může pomáhat buňkám se adaptovat na stres a 
další podmínky prostředí (Kelly et al., 2013). Je známo, že mtDNA moduluje buněčnou 
bioenergetiku a generování reaktivních forem kyslíku. Změny v mtDNA mohou mít 
tedy za následek větší náchylnost k onemocnění (Wallace, 2005). Pro zjištění 
potencionální role mitochondriálního genomu v modulaci srdeční funkce a rezistenci k  
I/R poškození jsme se v našem případě zaměřili na zkoumání β-adrenergní signální 
dráhy a vybraných komponent antioxidačního obranného systému ve vzorcích levých 
komor (LV) izolovaných z SHR a SHR-mtBN potkanů. Sledovali jsme hladiny 
vybraných signálních molekul, antioxidačních enzymů a expresi a aktivitu 
monoaminooxidázy A (MAO-A) ve vzorcích získaných jak z normoxických, tak 
hypoxických zvířat. 
Výsledky porovnávající hmotnostní parametry mezi jednotlivými skupinami 
ukázaly, že se oba testované kmeny potkanů za normoxických podmínek kromě 
relativní hmotnosti LV nelišily v žádném jiném parametru. Naproti tomu adaptace na 
CNH vedla u obou kmenů k poklesu tělesné hmotnosti a k nárůstu většiny ostatních 
hmotnostních parametrů ve srovnání s příslušnými normoxickými skupinami. Změny 
vyvolané CNH odpovídají výsledkům získaným v naší předchozí studii, kdy byl použit 
stejný model hypoxie (Hahnova et al., 2016). 
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V první části studie jsme se zaměřili na β-adrenergní signalizaci. Zajímaly nás 
změny v distribuci β-adrenergních receptorů (β-ARs), které jsme sledovali 
prostřednictvím vazebných studií a případné změny v aktivitě adenylátcyklázy (AC) a 
to jak na bazální úrovni, tak po modulaci různými stimulátory. Již předchozí studie 
prokázali, že výměna defektního genu Cd36 u SHR kmene vedla kromě snížení 
velikosti infarktu také ke zvýšené expresi β-ARs a zvýšené aktivitě AC (Neckář et al., 
2012; Klevstig et al., 2013). Tyto údaje naznačují, že transgenní exprese zjevně 
nepříbuzného genu může silně ovlivnit β-adrenergní signalizaci a rezistenci myokardu k 
I/R poškození. Naše výsledky z vazebných studií odhalily významně vyšší podíl 
myokardiálních β2-ARs ve vzorcích LV izolovaných z konplastického SHR-mtBN 
kmene ve srovnání s SHR a že adaptace na chronickou hypoxii měla různý vliv na 
distribuci β-ARs v obou kmenech. Zatímco expozice potkanů na CNH vedla u SHR 
kmene k nárůstu celkového počtu β-ARs pravděpodobně v důsledku zvýšené exprese 
β2-ARs, u konplastického kmene došlo naopak k poklesu celkového množství β-ARs 
bez změny podílu jednotlivých podtypů β-ARs. 
Za normoxických podmínek bylo u SHR-mtBN potkanů odhaleno zvýšené 
množství β-ARs ve srovnání s SHR kmenem, což se projevilo zvýšenou schopnosti 
isoprenalinu stimulovat aktivitu AC. Na druhou stranu, aktivita AC stimulovaná 
isoprenalinem u vzorků izolovaných z konplastického kmene po adaptaci na CNH byla 
snížená, což bylo v souladu s nižší expresi β-ARs u těchto zvířat. Enzymová aktivita 
stimulována forskolinem a NaF, tedy stimulátory, které mohou modulovat aktivitu AC 
přímo nebo prostřednictvím G-proteinů, byla zvýšená u hypoxické SHR skupiny. 
U konplastického kmene měla adaptace na hypoxii rozdílný účinek na modulaci aktivity 
AC těmito stimulátory. Aktivita AC stimulovaná NaF byla u těchto zvířat zvýšená již za 
normoxických podmínek a po vystavení hypoxickým podmínkám došlo k jejímu 
poklesu. Tyto specifické rozdíly mezi kmeny mohou být pravděpodobně vysvětleny 
změnou schopnosti G-proteinů regulovat aktivitu AC.  
Pozorovaný pokles celkového počtu β-ARs u hypoxické skupiny SHR-mtBN byl 
v souladu s výsledky předchozích studií poukazujících rovněž na nižší expresi 
myokardiálních β-ARs u potkanů adaptovaných na chronickou hypoxii (Mader et al., 
1991; Kacimi et al., 1992; León-Velarde et al., 2001). V těchto studiích ale nezkoumali 
zastoupení jednotlivých podtypů β-ARs. Výjimkou byla studie Mardon a spol, která 
prokázala selektivní pokles β1-ARs způsobený vlivem 5-denní hypoxie (Mardon et al., 
1998). Tato studie, společně s několika dalšími (León-Velarde et al., 2001; Hrbasová et 
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al., 2003), dále odhalila sníženou aktivitu AC ve vzorcích myokardu izolovaných z 
potkanů vystavených vlivu hypoxie. Námi pozorovaný pokles aktivity AC po stimulaci 
isoprenalinem a NaF u konplastického kmene potkanů adaptovaného na CNH tedy 
dobře odpovídá dříve publikovaným datům. Na druhou stranu zvýšená schopnost 
G-proteinů stimulovat enzymovou aktivitu AC u hypoxické skupiny SHR nebyla dříve 
pozorována a může představovat specifický rys tohoto kmene.  
Ukázalo se, že jsou to zejména β2-ARs, které se zdají být důležitým hráčem v 
generování kardioprotektivních účinků preconditioningu (Mieno et al., 2005; Salie et 
al., 2011). V souladu s těmito výsledky bylo zjištěno, že β2-ARs aktivují kinázy 
přežívání a zmírňují dysfunkci mitochondrií během oxidačního stresu prostřednictvím 
inhibice otevírání mPTP (Fajardo et al., 2011). Zvýšený podíl β2-ARs u konplastického 
kmene ve srovnání s SHR a pokles celkového množství β-ARs u tohoto kmene po 
adaptaci na CNH může tedy přispět k lepší ochraně SHR-mtBN potkanů před akutním 
I/R poškozením (Neckář et al., 2017). 
Po stanovení distribuce β-ARs a aktivity AC jsme zaměřili náš zájem na další 
enzym a to monoaminooxidázu (MAO). Je dobře známo, že chronická hypoxie je 
spojená se zvýšenou aktivitou sympatického nervového systému, což má za následek 
zvýšenou produkci a uvolňování katecholaminů do těla (Johnson et al., 1983). 
Katecholaminy jsou sloučeniny, které patří do skupiny monoaminů a mohou být tedy 
podrobeny oxidační deaminaci katalyzované MAO (Schömig et al., 1987). V poslední 
době se objevily důkazy, které ukázaly, že tyto enzymy představují důležitý 
mitochondriální zdroj oxidačního stresu v kardiovaskulárním systému a jejich inhibice 
může mít terapeutické využití během léčby srdečních onemocnění a to ischemického i 
neischemického původu (Kaludercic et al., 2011). Bylo zjištěno, že přítomnost 
inhibitorů MAO během ischemického preconditioningu (IPC) vedla k zesílení 
postischemické funkční regenerace myokardu potkanů indukované prostřednictvím IPC, 
ale neměla vliv na snížení velikosti infarktu (Dănilă et al., 2015).  
I přestože MAO patří mezi hlavní producenty reaktivních forem kyslíku (ROS) v 
srdečních buňkách (Anderson et al., 2014), dosud chyběli podrobnější informace o 
chování tohoto mitochondriálního enzymu v myokardu zvířat adaptovaných na 
chronickou hypoxii. Proto jsme se v této části studie zaměřili na zkoumání funkčního 
stavu a expresi MAO-A, což je převládající izoforma MAO v myokardu. Naše výsledky 
ukázaly, že jak exprese, tak aktivita tohoto mitochondriálního enzymu byla nižší ve 
vzorcích LV izolovaných z SHR-mtBN zvířat než SHR a že adaptace potkanů na CNH 
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vedla k nárůstu exprese i aktivity MAO-A u obou kmenů.  Nicméně aktivita MAO-A 
zůstala u konplastického kmene i za hypoxických podmínek stále signifikantně nižší ve 
srovnání s SHR, což lze považovat za specifický rys tohoto kmene. Pozorovaný nárůst 
obou sledovaných parametrů MAO-A po adaptaci zvířat na hypoxii může poukazovat 
na důležitou roli tohoto enzymu v adaptačních reakcích na chronickou hypoxii. Naše 
výsledky, které ukázaly poměrně velké zvýšení aktivity MAO-A po expozici potkanů 
na CNH, jsou v rozporu s dřívějšími výsledky ze studie Maher a spol. (Maher et al., 
1978). V této studii autoři neprokázali žádnou významnou změnu aktivity MAO v 
kozím myokardu po adaptaci na hypobarickou hypoxii. Tento rozpor může být 
vysvětlen použitím rozdílných modelů a experimentálních podmínek. Existují určité 
náznaky, které poukazují na to, že případné změny v aktivitě MAO mohou závist na 
délce trvání hypoxické expozice. Zatímco 5-denní adaptace na hypoxii vedla k poklesu 
aktivity MAO v játrech potkanů, 21-denní expozice zvýšila aktivitu tohoto enzymu 
(Shatemirova et al., 1990).  
Je dobře známo, že chronická hypoxie a stimulace β-ARs může mít za následek 
zvýšení produkce mitochondriálních ROS v kardiomyocytech (Földes-Papp et al., 2005; 
Andersson et al., 2011; Singh et al., 2013). Adaptivní změny indukované různými 
režimy hypoxie nejsou omezeny pouze na β-ARs nebo jiné membránové receptory a 
jejich signální dráhy, ale jsou také úzce spojeny se změnami v produkci ROS a jejich 
detoxikaci. ROS představují jeden z dobře známých mediátorů příznivých účinků 
ischemického a hypoxického preconditioningu (Zuo et al., 2013). Zatímco přiměřený 
nárůst hladiny ROS je důležitý pro dosažení protektivního účinku hypoxické expozice 
(Kolár et al., 2007; Kasparova et al., 2015), vysoká hladina ROS může naopak způsobit 
nadměrný oxidační stres v kardiomyocytech. V této souvislosti přitahují velkou 
pozornost mitochondrie, které představují hlavní místo produkce ROS, ale zároveň i cíl 
škodlivých účinků jejich nadměrné produkce (Cadenas et al., 2010). Škodlivé účinky 
ROS generovaných z různých zdrojů, včetně mitochondrií a MAO, jsou pravidelně 
potlačovány řadou endogenních antioxidačních obranných mechanismů. 
V další části této práce jsme se tedy zaměřili na studium exprese jednotlivých 
komponent antioxidačního obranného systému. Antioxidační obranný systém se skládá 
z různých typů enzymů s rozdílnými funkcemi (Yan et al., 2010). Soustředili jsme se 
především na vybrané enzymy degradující ROS (superoxiddismutázy (SOD) a katalázu 
(CAT)) a enzym podílející se na udržování buněčné redoxní homeostázy 
(aldehyddehydrogenázu-2 (ALDH-2)). Porovnání hladin exprese těchto enzymů na 
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úrovni mRNA a proteinů ve vzorcích LV izolovaných z SHR a SHR-mtBN zvířat 
neodhalilo za normoxických podmínek žádné významné rozdíly mezi těmito kmeny. 
Adaptace na chronickou hypoxii vyvolala velmi podobné změny v expresi většiny 
zmíněných enzymů jak u SHR, tak u konplastického kmene. Expozice potkanů na CNH 
výrazně zvýšila hladiny proteinů CAT a ALDH-2, ale neměla vliv na expresi MnSOD 
ve vzorcích obou kmenů. Na druhou stranu měla CNH za následek výrazný pokles 
hladiny proteinu Cu/ZnSOD u SHR kmene, bez významného rozdílu u SHR-mtBN 
skupiny.  
Je zajímavé, že většina odhalených změn v expresi antioxidačních enzymů 
spojených s CNH u SHR a SHR-mtBN kmene se výrazně liší od těch, které jsou 
uvedeny v předchozích studiích. Na rozdíl od naších současných výsledků Kasparova a 
spol. v roce 2015 zjistily, že po adaptaci potkanů kmene Wistar na stejný model 
chronické hypoxie došlo k nárůstu exprese Cu/ZnSOD a MnSOD a k poklesu hladiny 
CAT (Kasparova et al., 2015). Významný nárůst hladiny myokardiální Cu/ZnSOD a 
MnSOD byl také pozorován u Wistar potkanů adaptovaných na odlišné hypoxické 
podmínky (Nakanishi et al., 1995; Neckár et al., 2013; Bu et al., 2015). Z tohoto 
důvodu se zdá, že zjištěné nesourodé změny v expresi antioxidačních enzymů po 
adaptaci potkanů na chronickou hypoxii jsou specifické pro konkrétní kmeny. 
Pozorovaná downregulace Cu/ZnSOD u hypoxické skupiny SHR zvířat může částečně 
vysvětlit nižší kardioprotektivní účinek CNH proti I/R poškození u tohoto kmene ve 
srovnání s konplastickým SHR-mtBN kmenem (Neckář et al., 2017). Vliv hypoxie na 
expresi ALDH-2 nebyl dosud zkoumán a námi odhalené zvýšení hladiny tohoto enzymu 
u obou kmenů potkanů po adaptaci na CNH podporuje názor, že ALDH-2 je velmi 
důležitý enzym účastnící se snižování ischemického poškození myokardu (Chen et al., 









7.3 Cíl 3: Sledování vlivu chronické intermitentní hypobarické hypoxie 
na β-adrenergní signalizaci v LV myokardu potkana 
 
 Poslední publikace použitá k sepsání této disertační práce se zabývala možnou 
úlohou β-adrenergní signalizace v regulaci syntézy prostaglandinu E2 (PGE2) závislé na 
cytosolické fosfolipáze A2α (cPLA2α) u potkanů adaptovaných na intermitentní 
hypobarickou hypoxie (IHH). Výsledky uvedené v této práci se týkají části studie 
zkoumající β-adrenergní signalizaci. Zaměřili jsme se především na stanovení distribuce 
β-ARs a exprese vybraných komponent dané signální dráhy v LV po expozici potkanů 
kmene Wistar na IHH.  
Adaptace na IHH může mít stejně jako adaptace na CNH dlouhodobé 
kardioprotektivní účinky proti akutnímu I/R poškození, což se může projevit 
zmenšením velikosti infarktu, sníženým počtem komorových arytmií vyvolaných I/R a 
zlepšením obnovy srdeční kontraktility (Asemu et al., 1999; Neckár et al., 2002b). Bylo 
zjištěno, že v kardioprotektivních mechanismech IHH je zapojená celá řada signálních 
molekul, včetně reaktivních forem kyslíku (ROS), proteinkinázy C (PKC), 
fosfatidylinositol-3 kinázy (PI3K) a Akt kinázy (Kolár et al., 2007; Ravingerová et al., 
2007; Hlaváčková et al., 2010), nicméně přesný molekulární mechanismus tohoto jevu 
není ještě stále objasněn. 
Je známo, že β-ARs a signální dráhy jimi spuštěné hrají klíčovou roli v regulaci 
srdeční funkce (Florea and Blatter, 2012). Za stresových podmínek, které vedou 
k dlouhodobé stimulaci β-ARs, dochází ke spuštění odlišných signálních drah u 
jednotlivých podtypů. Na rozdíl od β1-ARs, β2-ARs mohou za těchto podmínek 
přepnout signalizaci z Gs proteinů na Gi proteiny, což následně vede k postupné 
aktivaci dráhy přežívání zahrnující Gβγ podjednotku, PI3K a Akt kinázy, které hrají 
zásadní roli v protekci kardiomyocytů před apoptózou (Chesley et al., 2000). PI3K 
může rovněž aktivovat mitogenem aktivované proteinkinázy (MAPK) ERK 1/2 
(extracelulárním signálem regulovaná proteinkináza 1/2) a p38 a tyto MAPK mohou 
dále stimulovat cPLA2α (Lin et al., 1993; Kramer et al., 1996; Hammarberg et al., 
2004). Bylo odhaleno, že za stresových podmínek dochází také ke zvýšení aktivity 
cPLA2α a to v důsledku snížené hladiny β1-ARs, odpojení β2-ARs od Gs-AC-PKA 
signální dráhy a současného zvýšení spřažení β2-ARs s Gi-cPLA2α-COX-2 
(cyklooxygenáza 2) dráhou (Pavoine et al., 2003; Kozlovski et al., 2015). Jelikož bylo 
prokázáno, že cAMP-PKA signalizace může bránit aktivaci MAPK kaskády v mnoha 
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typech buněk (Graves and Lawrence, 1996), potlačeni aktivity AC a produkce cAMP 
může usnadnit aktivaci ERK 1/2 a p38 a tím i následnou stimulaci cPLA2α. cPLA2α 
uvolňuje z fosfolipidů kyselinu arachidonovou, která může sloužit jako substrát pro 
COX, jejíchž metabolické dráhy vedou k tvorbě eikosanoidů (např. PGE2) (Burke and 
Dennis, 2009). I přes tyto známé poznatky nebyla dosud studována možná role 
β-adrenergní signální dráhy v regulaci syntézy PGE2 zprostředkované prostřednictvím 
cPLA2α v chronicky hypoxickém myokardu.  
Naše první výsledky porovnávající hmotnostní parametry mezi normoxickou 
kontrolní skupinou a skupinou adaptovanou na IHH ukázaly, že podobně jako 
v předchozích dvou studiích (Hahnova et al., 2016; Hahnova et al., 2017) vedla 
adaptace potkanů na chronickou hypoxii k výraznému zpomalení tělesného růstu 
v porovnání s kontrolou. Tyto data ukazují, že pokles tělesné hmotnosti po hypoxické 
adaptaci je pozorován jak u modelu normobarické, tak hypobarické hypoxie. Avšak na 
rozdíl od normobarické hypoxie, byla u potkanů adaptovaných na IHH odhalena nejen 
hypertrofie RV, ale také LV, což vedlo k nárůstu většiny ostatních hmotnostních 
parametrů oproti kontrolní skupině. 
Jak již bylo zmíněno výše, existuje celá řada studií zabývajících se myokardiální 
β-adrenergní signalizaci během adaptace na odlišné modely chronické hypoxie. Ukázalo 
se, že adaptace na modely chronické hypoxie, které vedou ke vzniku 
kardioprotektivního fenotypu, mohou být spojeny se změnami β-adrenergní signalizace 
v srdci. Zdá se, že aktivace β-ARs hraje zásadní roli při rozvoji silné ischemické 
rezistence myokardu indukované hypoxickou expozici (Mallet et al., 2006). Nicméně 
publikovaná data o účincích chronické hypoxie na β-ARs se liší. Většina dřívějších 
studií uvádí pokles celkového počtu β-ARs v myokardu adaptovaných zvířat (Voelkel et 
al., 1981; Mader et al., 1991; Kacimi et al., 1992; Mardon et al., 1998; Favret et al., 
2001; León-Velarde et al., 2001). Na druhou stranu ale existují studie, které 
nezaznamenaly žádnou změnu v množství těchto receptorů (Winter et al., 1986; 
Germack et al., 2002; Hahnova et al., 2016) či naopak detekovaly jejich zvýšenou 
expresi (Li et al., 1996). Z těchto výsledků můžeme soudit, že důsledky chronické 
hypoxie se mohou lišit v závislosti na zvolených experimentálních podmínkách. 
Současně bylo zjištěno, že množství Gs proteinů nebylo adaptací na chronickou hypoxii 
nijak významně ovlivněno nebo došlo k jeho poklesu a hladina Gi proteinů byla 
obvykle nezměněná nebo zvýšena (Kacimi et al., 1995; Mardon et al., 1998; Pei et al., 
2000; Hahnova et al., 2016). 
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Námi zvolené experimentální podmínky, při nichž byli potkani vystaveni IHH, 
neměly vliv na celkový počet β-ARs ani na jejich disociační konstanty. Na druhou 
stranu se výrazně změnil poměr jednotlivých podtypů β-ARs a to ve prospěch β2-ARs. 
Nárůst podílu β2-ARs po adaptaci na IHH byl dále doprovázen signifikantním snížením 
exprese AC5 a zvýšenou expresi Gi proteinů. Pozorovaný pokles hladiny AC5 odpovídá 
předchozím zjištěním, při nichž byla odhalena snížená aktivita AC po expozici potkanů 
na hypobarickou hypoxii (Mardon et al., 1998; León-Velarde et al., 2001; Hrbasová et 
al., 2003). Okumura a spol. ve své studii ukázaly, že narušení exprese AC5 hraje 
důležitou roli v protekci myokardu před rozvojem srdečního selhání (Okumura et al., 
2003). Také studie Yan a spol. prokázala, že AC5 je důležitou signální molekulou 
regulující životnost a odolnost proti stresu (Yan et al., 2007). Zvýšená exprese 
Gi proteinů odhalena v naší studii se shoduje s výsledky studie Mardon a spol. (Mardon 
et al., 1998). Aktivace signální dráhy, při níž dochází k přepnutí β2-ARs od Gs ke 
Gi proteinům, vyžaduje, aby byl daný receptor fosforylován pravděpodobně 
prostřednictvím PKA. Studie Daaka a spol. už dříve ukázala, že fosforylace β2-ARs 
zprostředkovaná PKA nejenže snižuje vazbu tohoto receptoru s Gs, ale také zvyšuje 
interakci receptoru s Gi proteiny, čímž dochází k poklesu produkce cAMP a to v 
důsledku inhibice AC zprostředkované právě Gi proteiny (Daaka et al., 1997). 
Další výsledky z naší studie odhalily ve vzorcích LV izolovaných z potkanů 
adaptovaných na IHH výrazný nárůst nejen celkového množství cPLA2α, ale také její 
fosforylované formy. Kromě toho došlo ke zvýšení exprese COX-2 a PGE2 a souběžně 
byla zjištěna zvýšená fosforylace ERK 1/2 a p38 kináz (Micova et al., 2016). Získané 
poznatky naznačily, že expozice potkanů na IHH vede k posílení myokardiální 
β2-ARs-Gi signalizace, což může vést k aktivaci cPLA2α-COX-2 signální dráhy 
prostřednictvím ERK/p38 kaskády. Zapojení β2-ARs v aktivaci ERK/p38 bylo 












Společným cílem publikací použitých k sepsání této disertační práce bylo 
sledování vlivu adaptace potkanů na chronickou hypoxii na myokardiální β-adrenergní 
signální dráhu a možnou účast této dráhy v molekulárních mechanismech 
kardioprotekce.  
Výsledky naší první studie ukázaly, že adaptace na chronickou normobarickou 
hypoxii je doprovázena nesourodými změnami v β-adrenergní signalizaci v RV a LV. 
Expozice zvířat na kontinuální a intermitentní model chronické hypoxie vedla v obou 
případech k narušení této signální dráhy v RV bez významnějších změn v LV a nebyl 
odhalen výraznější rozdíl ani mezi účinky protektivního (CNH) a neprotektivního (INH) 
modelu hypoxie. Tyto výsledky tedy ukázaly, že změny v β-adrenergní signalizaci jsou 
v tomto případě komorově specifické a nezdají se být závislé na konkrétním modelu 
hypoxie. I přestože námi odhalena data neumožňují určit specifickou roli β-ARs a AC 
signalizace v adaptačním procesu chronické hypoxie, není možné vyloučit účast tohoto 
signálního systému na vývoji kardioprotektivního fenotypu. 
Výsledky získané v druhé studii nám naznačily, že selektivní výměna 
mitochondriálního genomu SHR potkanů za mitochondriální genom potkanů kmene 
Brown Norway, který je více odolný k ischemii, může ovlivnit fungování myokardiální 
AC signalizace regulované prostřednictvím β-ARs, stejně jako expresi a aktivitu 
MAO-A a některé komponenty antioxidačního obranného systému. Tato výměna 
genomu ovlivnila také adaptivní odpovědi na chronickou hypoxii. Zatímco expozice 
SHR a SHR-mtBN potkanů na CNH měla odlišný vliv na β-adrenergní signální dráhu, 
MAO-A a jednotlivé komponenty antioxidačního systému reagovali na účinek CNH u 
obou kmenů podobně. Jedná se o první studii, která prokázala, že manipulace s 
mitochondriálním genomem může mít relativně dalekosáhlé důsledky pro β-adrenergní 
signalizaci a redoxní rovnováhu v myokardech potkanů a může tedy vést ke složitým 
změnám v cílových buňkách. Tyto poznatky je potřeba vzít v úvahu při plánování 
použití těchto genetických manipulací pro výzkumné či terapeutické účely.   
 Naše poslední studie prokázala, že expozice potkanů na IHH měla za následek 
komplexní změny v signální kaskádě spouštěné β-ARs. Pozorovaný nárůst 
myokardiálních β2-ARs byl doprovázen poklesem hladiny AC5 a zvýšenou expresi 
Gi proteinů.  Další výsledky dané studie odhalily zvýšenou fosforylaci ERK 1/2 a p38 
kinázy. Stimulace těchto MAPK prostřednictvím β2-ARs-Gi signalizace může být přímo 
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spojena s aktivaci cPLA2α-COX-2-PGE2 signální dráhy. Tyto výsledky naznačují, že se 
β-ARs mohou podílet na vývoji kardioprotektivního fenotypu u potkanů adaptovaných 
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